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Kurt Felix zum 70. Geburtstag 
3. Juni 1958 


Als auBeres Zeichen der Verehrung vereinen nach altem akademi- 
schem Brauche Freunde und Schiller des Jubilars ihre jiingsten wissen- 
schaftlichen Abhandlungen zu einem Festbande, und es sei erlaubt, 
in ihrer aller Namen Worte des Gliickwunsches und der Wiirdigung 
voranzustellen. 

Nomen est omen! — Nicht oft mag dieser Begriff eine solche Geltung 
haben wie bei der Persénlichkeit Kurt Felix. Harmonisch vereinigt er 
in sich die Eigenschaften des Wissenschaftlers und des Kosmopoliten. 
Weltoffenheit und Weltzugewandtheit bei betont konservativer Grund- 
haltung, an der Antike geschultes logisches Denken, verbunden mit 
deutlichem Sinn fiir Humor und das Allzumenschliche, dies sind die 
profiliertesten Merkmale, die die Umwelt an ihm schatzt und liebt. 


So nimmt es nicht wunder, wenn zahlreiche Fachgenossen des In- 
und Auslandes sich ihm freundschaftlich verbunden fihlen. Durch die 
Kriegszeit unterbrochen, fand er den Kontakt zu einer Zeit wieder, da 
mit unserem gesamten Leben auch das wissenschaftliche Leben auf einen 
neuen Beginn hoffte. Was er in diesen Jahren durch seine persénlichen 
Beziehungen im einzelnen fiir den AnschluB getan hat, den wir zur 
auslindischen Forschung gewinnen muften, und auch dafiir, daB die 
friihere Achtung der deutschen Forschung jenseits der Grenzen wieder- 
erstehen konnte, das ist nicht hoch genug zu bewerten. 

Seine eigenen wissenschaftlichen Arbeiten haben ihn durch viele 
Gebiete der physiologischen Chemie gefiihrt. Immer wieder kehrte er 
dabei zu den von seinem verehrten Lehrer Albrecht Kossel be- 
gonnenen Studien iiber die physiologische Chemie des Zellkerns zuriick, 
und noch heute liegt ihm dieses Problem besonders am Herzen. AuBer- 
dem widmet er sich gern organisatorischen Aufgaben, insbesondere der 
Gesellschaft fiir Physiologische Chemie, die er nach dem Kriege mit 
neu begriindete und der er seither als Prasident vorsteht. Fiir die Gesell- 
schaft organisierte er die inzwischen weit tiber die Landesgrenzen hin- 
aus beriihmten Mosbacher Colloquien. 

Seine Persénlichkeit entfaltet sich im engsten Rahmen seines 
Wirkens, der akademischen Lehre und Forschung, am unmittelbarsten. 
Die Studenten schatzen seinen anregenden Vortrag, und die Schiiler 
finden stets Rat und Unterstiitzung fiir ihre Probleme. Wie viele junge 
Menschen gewinnen an seiner Matrix Profil, insbesondere, da er un- 
doktrinar jede Individualitaét umsichtig und weise zu entwickeln ver- 
steht, und zum fachlichen Wissen auch menschliche Weisheit weitergibt 
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— naimlich jene Weisheit der heiteren Lebenskunst des apollinischen 
Menschen, die der Jubilar selbst als maBvoller dankbarer Konsument 
irdischer Freuden meisterlich beherrscht. 

In einer von ihm zuweilen gebrauchten Metapher vergleicht er das 
Leben mit einer Skiabfahrt. Man kénne zwar hinunterfahren ohne an- 
zuhalten, doch empfehle er, auf jedem sich bietenden Plateau zu ver- 
weilen, um sich auch der Landschaft zu erfreuen. Vom Plateau seines 
70. Geburtstages wird der Jubilar in eine sehr schéne Landschaft schauen 
diirfen, und er kann sich gliicklich preisen, darin viele Menschen zu 
wissen, die ihm Verehrung und Liebe entgegenbringen. Begliickwiinschen 


wir ihn hierzu von Herzen! 
H.M. Rauen 
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Die esteratische Wirksamkeit des Handelspapains 
Von 
R. Ammon und E. Zoch 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit des Saarlandes in Homburg/Saar 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. November 1957) 
Herrn Professor Dr. K. Felix zum 70. Geburtstag 


Die proteolytische Aktivitat des Papains, des eingetrockneten Saftes 
der unreifen Frucht des tropischen Melonenbaums Carica papaya, gegen- 
iiber EiweiBstoffen und Peptiden ist schon lange bekannt und eingehend 
untersucht worden’. 

Es gelang, zwei kristalline proteolytische Enzyme aus frischem Latex und 
getrocknetem Papain zu isolieren, das Papain (im engeren Sinn)? und das Chymo- 
papain’, 

Die Untersuchungen auf andere Fermentaktivititen im Papain ergaben fol- 
gendes: Die blutgerinnungsbeschleunigende Wirkung des Papains beruht nach 
Dyckerhoff und Gigante auf einer Beimengung von pflanzlichem Thrombin, 
sog. Phytothrombin*. Weiterhin wiesen Meyer und Mitarbeiter ® im rohen Papain- 
pulver das Vorkommen eines Lysozyms mit mucolytischer und bakteriolytischer 
Aktivitét nach. Das Lysozym konnte von Smith und Mitarbeitern® aus ge- 
trocknetem Papain als Hg-Derivat kristallisiert erhalten werden. 

Kine deutlich feststellbare Amylase-Aktivitaét wurde nur in frischem Papaya- 
Latex beobachtet. 

Uber die esterspaltenden Fermente im Papainpulver wei8 man sehr 
wenig. Kilmer’ berichtete zum erstenmal von einer schwachen Lipase- 
wirkung des Papaya-Saftes. Sandberg und Brand® stellten ein 
wasserunlosliches Lipasepraparat mit erhéhter Aktivitat aus dem Roh- 
papain her. Eine hydrolytische Wirkung des Wasserextraktes aus han- 
delsiiblichem Papain auf Triacetin bemerkte Falk im Rahmen einer 
Untersuchung iiber die EKinwirkung von Proteasen auf die Lipase- 


1 ,,Papain’ in Ann. N. Y. Acad. Sci. 54, 143—296 [1951]; M. Bergmann 
u. J. 8S. Fruton, Advances in Enzymol 1, 63 [1941]. 

2 A.K. Balls, H. Lineweaveru. R. R. Thompson, Science |New York] 86, 
379 [1937]; A. K. Balls u. H. Lineweaver, J. biol. Chemistry 1380, 669 [1939]; 
E. L. Smith, J.R. Kimmel u. D. M. Brown, ebenda 207, 515, 533 [1954]. 

3 KE. F. Jansen u. A. K. Balls, J. biol. Chemistry 137, 459 [1941]. 

4H. Dyckerhoff u. D. Gigante, Biochem. Z. 304, 334 [1940]. 

5 K. Meyer, E. Hahnel u. A. Steinberg, J. biol. Chemistry 168, 733 
[1946]. 
6 —.L. Smith, J.R. Kimmel, D.M. Brown u. E.O.P. Thompson, J. 
biol. Chemistry 215, 67 [1955]. 

7 F. B. Kilmer, Amer. J. Pharmacy Sci. support. publ. Health 73, 272, 
336, 383 [1901]. 

8 M. Sandberg u. E. Brand, J. biol. Chemistry 64, 59 [1925]. 
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aktivitat von tierischem Gewebe*®. Matus?® berichtete tiber eine pecto- 
lytische Wirkung der Carica-papaya-Frucht, ohne jedoch genauere An- 
gaben zu machen. 

Wir machten uns deshalb zur Aufgabe, das Handelspapain auf ver- 
schiedene esterspaltende Fermente, wie Esterase im engeren Sinn. 
Lipase, Pectinesterase und Phosphatase, zu untersuchen. 


Methodik 
Um die einzelnen Fermentwirkungen besser voneinander abzugrenzen, wurde 
das Papainpulver nach folgendem Schema fraktioniert: 


Atherextraktion < Papain > Acetonextraktion — 


Extrakt.-Riickstand A Atherextrakt Extrakt.-Riickstand B Acetonextrakt 


5g A, 5 Min. mit 50 ml Wasser verriihrt, 10 Min. bei 4500 U/Min. zentrifug. 


Sediment SI, wie A behandelt Wasserextrakt 1 (A,) 
; | 


{ 
| Wasserextrakt 2 (A,) 
S II, mit 20 ml Wasser verriihrt, 2 Min. bei 1500 U/Min. zentrifugiert 
S IL, in 20 ml Wasser suspendiert Wasserextrakt 3 


Riickstand Suspension, 6 Min. bei 5000 U/Min. zentrifugiert 





| Wasserextrakt 4 


SIV, mit 40 ml n/40-NH, verriihrt, 15 Min. stehen lassen, 8 Min. bei 4000 U/Min. 
zentrifugiert 





V ;-~ Ammoniakal. Extrakt 5 


+ 20 ml 0,05-n. Essigsiiure, —4°, 
5 Min. bei 5000 U/Min. zentrifugiert 


Prazipitat VI Fliissigkeit 6 


2mal mit je 20 ml Wasser bei 3° digeriert, 5 Min. 
bei 5000 U/Min. zentrifugiert 


72) 


S) VI: Lipase-Praparat 


Durch Ather- und Acetonextraktion wurden Fette, Phospholipoide und 
Sterine entfernt. 


® K. G. Falk, J. biol. Chemistry 108, 363 [1933]. 
10 J, Matus, Ber. schweiz. bot. Ges. 58, 319 [1948]. 
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Extraktion mit Ather: 170,7g 2Stdn. bei 70° getrocknetes Papain- 
pulver wurden 8 Stdn. mit 400 ml absol. Ather im Soxhlet extrahiert. Der Extrak- 
tionsriickstand betrug 160,7 g (94%). Somit machen die atherléslichen Anteile 
des Papains 10,65 g (6%) aus. 

Extraktion mit Aceton: 190 g 2 Stdn. bei 70° getrocknetes Papainpulver 
wurden 4 Stdn. mit 500 ml Aceton im Soxhlet extrahiert. In das Aceton gingen 
4,3 g (2,3%), und als Riickstand (B) verblieben 185,6 g (97,7%). 

Zur Wasserextraktion: 5g Atherextraktionsriickstand A wurden mit 
50 ml dest. Wasser verriihrt, anschlieBend 10 Min. bei 4500 U/Min. zentrifugiert. 
Das gebildete Sediment S I wurde ebenfalls wie A behandelt; man erhielt die 
beiden Wasserausziige A, und A,. 

Der Atherextraktionsriickstand A des Papainpulvers enthielt etwa 89% 
wasserlésliche Anteile (A,), hauptsaichlich EiweiBstoffe. Der wasserunlésliche Riick- 
stand Sediment I machte 11% von A aus. 

Die Enzymaktivitat gegeniiber den organischen Estern bestimmten 
wir nach der manometrischen Methode von Ammon", nach welcher die enzy- 
matiseche Esterhydrolyse in einem Hydrogencarbonatpuffer vom py 7,4 (Ringer- 
lésung Ry) durchgefiihrt und das durch die abgespaltene Carbonsaéure aus dem 
Hydrogencarbonat in Freiheit gesetzte Kohlendioxyd manometrisch in der von 
Zapp? modifizierten Warburg-Apparatur gemessen wird. Die entwickelten mm* 
CO, dienen als MaB der Enzymaktivitait. Wir beschrinkten uns in allen Fallen 
auf eine Versuchsdauer von 30 Min. bei 37°. 

Die Pectinesterase-Wirkung wurde zum erstenmal manometrisch in der 
Warburg-Apparatur nachgewiesen und kontinuierlich gemessen. Die Ringerlésung 
von px 7,4 scheint uns als Puffer besonders geeignet, weil das pq-Optimum der 
Pectinesterasen aus héheren Pflanzen ein breites Plateau um den Neutralpunkt 
aufweist. 

Die Versuchsansatze enthielten 250 y Papain bzw. A und je 15 mg Pectin 
(Pectinpraparat fiir wissenschaftliche Zwecke von der Fa. Schuchardt, Miinchen) 
als Substrat. Im Fall des Methylbutyrates enthielten die einzelnen Versuchs- 
ansitze 500 y Papain bzw. A, hingegen im Fall des Tributyrins als Substrat 250 y 
Papain bzw. A. 

Die Substratkonzentration betrigt 9,19 - 10-5 Mol Methylbutyrat bzw. Tri- 
butyrin in 2 ml Lésung. 

Zur Untersuchung der Phosphatase-Wirkung diente Natrium-p-nitro- 
phenylphosphat als Substrat. Zur Verfolgung der enzymatischen Hydrolyse wurde 
das freigesetzte p-Nitrophenol kolorimetrisch bestimmt. Geringe Phosphatase- 
aktivitaéten lassen sich gut nachweisen!*, Der Versuchsansatz enthielt: 1 ml A, 
als Fermentlésung, 1 ml 0,4-proz. Na-p-Nitrophenylphosphatlésung in Acetat- 
puffer, py 5,4, und 3 ml Acetatpuffer, py 5,4. 

Um die Eigenhydrolyse des Substrates in der Pufferlésung zu ermitteln, lief 
immer ein Parallelversuch mit, der an Stelle der A,-Lésung 1 ml Wasser enthielt. 

Bei Zusatz von Effektoren verwendeten wir pro Versuchsansatz 3 ml einer 
0,l-proz. Lésung von MgCl, bzw. NaF in obigem Acetatpuffer. Die Versuchs- 
ansitze wurden je nach Bedingung 1 Stde., 50 Min., 40 Min., 30 Min., 20 Min. 
oder 10 Min. im Thermostaten bei 38° gehalten, dann mit 5 ml l-n. NaOH ver- 
setzt und im Photometer Eppendorf bei der Wellenlinge 2 = 405 my und 10 mm 
Schichtlinge die Extinktion des gebildeten gelben p-Nitrophenolates gemessen. 
An Hand der Eichkurve 14Bt sich die Konzentration, ausgedriickt in y des p- 
Nitrophenols, bestimmen. 


1 P, Rona u. A. Lasnitzki, Biochem. Z. 152, 504 [1924]; R. Ammon, 
Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 288, 486 [1934]. 

2 FF. J. Zapp, diese Z. 807, 36 [1957]. 

13 QO, A. Bessey, O. H. Lowry u. M.J. Brock, J. biol. Chemistry 164, 321 
[1946]. 
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Ergebnisse 
1. Die enzymatische Wirkung des unbehandelten Papain- 


pulvers und des Atherextraktionsriickstandes A auf Methyl- 
butyrat, Tributyrin und Pectin 


Den Verlauf der Methylbutyrat-, Tributyrin- und Pectinspaltung 
geben die Aktivitaéts-Zeit-Kurven der Abb. 1 wieder. 
Abb. 1 zeigt, daB der Atherextrak- 






























































A ios od) af tionsriickstand A eine giinstigere Lipase- 
S Wirksamkeit aufweist als das unbehan- 
“OTT Ta §& | delte Papainpulver. Die Methylbutyrat- 
] J y © 120; ——T und die Pectinspaltung hingegen sind 
20 nur schwach vermehrt. 
ws 100; Um die einzelnen Esterasewirkungen 
A See voneinander abzugrenzen, untersuchten 
ad 60 “ wir den EinfluB verschiedener Substanzen 
Sort IA auf die Methylbutyrat-; Tributyrin- sowie 
§ pp — 80k auf die Pectinspaltung des Atherextrak- 
wf Vi tionsriickstandes A (Tab. 1). 
Ty 
Vite alft 
0 20 30 Bw Abb. 1. Spaltung von Methylbutyrat (a), Tri- 
butyrin (b) und Pectin (c) durch Rohpapain (P) 
10 20 30 und durch atherbehandeltes Papainpulver (A). 
Min. —=— E = Eigenhydrolyse des jeweiligen Estersub- 


trates. 


Tab. 1. EinfluB verschiedener Effektoren auf die Spaltung der gepriiften Substrate 
(Aktivierung: +, Hemmung: —). 








Methylbutyrat Tributyrin Pectin 
(500 y A + 500 y (250 y A + 250 y (250 y A + 250 y 
Effektor rp fares twine 
/ Hemmung % Hemmung emmung 
mm* bzw. Akti- mm* bew, Akti- mm* baw. Akti- 
co, ‘ co, : CO, : 
vierung vierung vierung 
— 31 57 140 
Physostigmin. . . 23 — 26 70 + 18,5 112 —20 
Athylurethan. . . 4 —87 58 0 122 —13 
y-Ascorbinsiure . 8 —74 63 +10 127 — 9,5 
Semicarbazid-HC} . 8 —'14 76 +25 149 + 6 
Mn” (Sulfat). . . | 43 + 28 87 +37 82 —42 
Zn?® (Acetat). . . 13 —58 56 0 25 —82 




















Die vier organischen Verbindungen, welche die Methylbutyrat- 
spaltung hemmen, aber die Tributyrinhydrolyse aktivieren oder un- 
beeinfluBt lassen, weisen chemisch vdéllig verschiedene Strukturen auf. 
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Wir glauben, den mobilen Wasserstoff, welcher in allen vier Effektor- 
molekeln vorkommt, in erster Linie fiir den gleichsinnigen Wirkungs- 
effekt verantwortlich machen zu kénnen. Diese Auffassung wird bestarkt 
durch die Tatsache der Hemmwirkung von Cystein-hydrochlorid (etwa 
60%) und SH-Glutathion auf die Methylbutyratspaltung. Ein vollig 
gegenteiliges Verhalten zeigen bekanntlich Ascorbinsdiure, Cystein und 
Glutathion auf die proteolytische Aktivitat der Fermente Papain und 
Chymopapain, die beide freie SH-Gruppierung in ihrem Molekiil zu ihrer 
Wirkung bendotigen. 

Bemerkenswert ist die gleichsinnige Wirkung der Mn?°-Ionen auf 
beide Enzymaktivitaten. Im Gegensatz dazu wirken die Zn®®-Ionen auf 
die Methylbutyrat-Spaltung inhibierend und sind ohne Einflu8 auf 
die Lipase-Aktivitat. 

Die Tatsache, daB auBer den Mn?°-Ionen die benutzten Effektoren 
eine gegenteilige Wirkung auf die Methylbutyratspaltung und auf die 
Tributyrinspaltung aufweisen, deutet auf das Vorhandensein von zwei 
Fermenten hin, namlich einer Esterase im engeren Sinn und einer Lipase. 

Sowohl die Zn- als auch die Mn-Salze inhibieren die Pectinesterase- 
Aktivitat. Bemerkenswert ist der starke Hemmeffekt der Zn?°-Ionen, 
der zur spezifischen Abgrenzung der Pectinesterase gegeniiber der Lipase 
dienen kann. L-Ascorbinséure und Semicarbazid beeinflussen die Pectin- 
esterase-Wirksamkeit kaum. 


2. Untersuchung des Acetonextraktionsrtickstandes B 
auf esterspaltende Aktivitat 


Wir bestimmten die hydrolytische Spaltungsaktivitat gegentiber 
Methyl-n-butyrat, Tributyrin und Pectin unter denselben Versuchs- 
bedingungen wie bei A (Tab. 2). 


Tab. 2. Spaltung durch B in mm* CO, nach 30 Min. nach Abzug der Eigen- 








hydrolyse 
Spaltungsaktivitat 
Sieikoad Konzentration | Fermentmenge in mm? CO, 
in 2 ml Lésung pro Trog berechnet 

fiir 500 » B 
Methylbutyrat. . . . | 9,19+10—5 Mol 500 y 7 7 
Tributyrin ..... 9,19 - 10-5 Mol 250 y 23 50 
OCHMNawi © c's) es 15 mg 175 y 127 378 











Im Vergleich zu der esteratischen Aktivitat des Atherextraktions- 
ruckstands A (Abb. 1) ist die Wirksamkeit gegeniiber Methylbutyrat und 
Tributyrin geringer, diejenige gegeniiber Pectin dagegen viel hoher. 

Entsprechend dem Vorgehen von Bamann™ wahlen wir als Aus- 
druck der Wirksamkeit gegeniiber den verschiedenen Substraten die 


4 EF. Bamann, E. Ullmann u. N. Tietz, Biochem. Z. 324, 249 [1953]. 
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unter den angegebenen Standardbedingungen in der Zeiteinheit von 
30 Min. freigemachten mm* COQ,. 
Bildet man von B die entsprechenden Quotienten: 
Tributyrin 50 71 Pectin _ 378 
Bae ta Tributyrin 50 — 
__ Pectin __ 378 
Methylbutyrat 7 


‘Methylbutyrat ~= 7 
= §4, 


so erkennt man deutlich den Inhibierungseffekt der Acetonbehandlung 
auf die Lipase-, und vor allem auf die Esterasewirksamkeit. Es resul- 
tiert daraus eine relative Substratspezifitat gegeniiber Pectin. Durch 
die Acetoneinwirkung findet also eine selektive Enzyminhibierung statt. 
Nur die Pectinesterase ist unter den angegebenen Bedingungen stabil. 
Die Aktivitaét wird sogar erhéht, was wahrscheinlich auf die Entfernung 
eines natiirlichen Inhibitors im Rohpapain durch das Aceton zuriick- 
zufiihren ist. 


Tab. 3. Aktivitatsanderung des Papains durch Ather-(A) bzw. Aceton-(B)-Extrakt. 








Ausgangs- Papain A Papain B 
Substrat papain mm? ies mm? pens 
- mm? CO, CO, Aktivierung CO, bzw. 
2 2 | Aktivierung 
pou. ee 86 118 + 37% 50 — 58% 
Methylbutyrat. . .. 24 30 + 35% | — 29% 
Pectin... 2... 260 288 1 119% 378 | + 45% 

















Die durch Acetonbehandlung von Papainpraparaten erzielbare er- 
hdhte Pectinesterasespezifitat ]4Bt sich méglicherweise fiir die Ver- 
wendung von Papain zum Pectinabbau in Fruchtsiften und Obst- 
maischen, d. h. zur Beseitigung von dispergierten kolloiden Triibstoffen 
ausniitzen. 


3. Versuch einer [solierung und Anreicherung 
der Carica-Lipase 


Sandberg und Brand§ stellten aus den unldéslichen Riickstaénden des 
Wasserextraktes des rohen Papainpulvers ein Praparat mit erhdhter Lipase- 
aktivitaét her, welche sie titrimetrisch gegeniiber Olivenél als Substrat bestimmten. 
Dieses Praparat diirfte ein schwach angereichertes Enzympraparat darstellen, das 
noch andere wasserunlésliche Proteine und Lipide enthalt. 

Bamann und Mitarbeitern!® gelang es, die Lipasen von verschiedenen ent- 
fetteten Samenpraparaten aus den Familien der Ranunculaceae, Papaveraceae 
und Euphorbiaceae durch direkte Extraktion mit /40-Ammoniak in Lésung 
iiberzufiihren. Aus der ammoniakalischen Lésung erhielten sie mit Hilfe der Dialyse 
oder Essigsiurefallung Priparate mit mehrfacher Lipasekonzentration gegeniiber 
dem unbehandelten Samen. Im Falle des Nigella sativa-Samens z. B. gelang ihnen 


1 KE. Bamann, E. Ullmann u. N. Tietz, Biochem. Z. 828, 489 [1953]. 
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durch Ammoniumsulfat- oder Essigsiurefallung sowie durch proteolytischen Abbau 
der Tragersubstanzen mit Trypsin?® eine etwa 20fache Anreicherung der Lipase- 
aktivitat gegeniiber dem Ausgangsmaterial. 

Wir maBen die Lipaseaktivitat bei 30 Min. wahrend der Inkubation mit 
Hilfe des schon erwihnten manometrischen Verfahrens gegeniiber Tributyrin als 
Substrat. 

Zur Isolierung der Carica-Lipase erhielten wir aus dem S. 4 untersuchten 
Papain A durch mehrmalige Wasserextraktion, wie unter ,,Methodik‘‘ beschrieben, 
erst den unléslichen Riickstand SIV, der etwa dem Sandbergschen Praparat 
entspricht. Durch Extraktion mit n/40-Ammoniak ging ein groBer Teil der Lipase 
in Lésung. Der Riickstand S V war immer noch betrachtlich wirksam. 

Ein direkter ammoniakalischer Auszug von A enthalt nach unseren Feststel- 
lungen gréBere Mengen anderer EiweiBstoffe mit esteratischer und proteolytischer 
Wirksamkeit, deren vollstandige Abtrennung von der lipatischen Komponente 
sehr schwierig ist. 

Fallt man den ammoniakalischen Extrakt 5 mit verd. Essigsiure bei —4°, so 
findet sich die Lipase im Niederschlag. Die Carica-Lipase verhalt sich hier bei- 
spielsweise wie die Magenlipase!’. Der im Vak. bei —4° getrocknete Niederschlag 
stellt ein weiBes EiweiBpulver dar. Aus 10 g Papain A gewinnt man 30—34 mg 
S VI, das sind 0,3—-0,34% Ausbeute. Die Ausbeute allein an krist. proteolyti- 
schem Ferment Papain aus Papainpulver betragt dagegen 0,67%'°. 


Tab. 4. Anreicherung der Lipaseaktivitat gegeniiber Tributyrin. Tributyrin- 
menge in 2 ml Versuchsansatz: 9,19-10~5 Mol; Ringerlésung R59; pH 7,4; 
= 37°; Versuchsdauer: 30 Min. 








2 3 
Fermentpraparat gars 5 _s smatt Or Anreicherung c’/41 
c c 
Rohpapain ..... 250 41 41 1,0 
Papain A . cer : 250 57 57 1,4 
Buy. Ws «. 37,5 76 507 12,4 
a 25 70 700 17 
Lipase 8 VI. 4,4 96 | 5450 133 











c = Spaltungsaktivitat, c’ = Spaltungsaktivitat, ber 





. auf a = 250 y. 


Wie Tab. 4 zeigt, ist die Lipase in dem Praparat S VI gegeniiber 
dem rohen Papainpulver um das 133fache angereichert. Buttersdure- 


Tab. 5. Hydrolyse von Tributyrin (9,19-10—5 Mol), Methylbutyrat (9,1 -10~—> Mol) 
und Pectin (15 mg) durch 30 Min. lange Einwirkung von S VI bei 37°. 














Suebeat Fermentmenge Spaltungsaktivitat 
in y in mm? CO, 
Tributyrin . : 4,4 96 10900* 
Methylbutyrat . 500 47 47 
Pectin... 250 32 64* 


* Bezogen auf 500 y Fermentmenge. 


16 R. Willstatter u. E. Bamann, diese Z. 178, 17 [1928]. 


17 R. Willstatter, 


[1924]. 


F. Haurowitz u. F. Memmen, diese Z. 140, 203 


1 J, R, Kimmel u, E. L. Smith, J. biol, Chemistry 207, 515 [1954]. 
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methylester, Pectin und Tributyrin werden durch S VI mit verschiedener 
Geschwindigkeit hydrolysiert (vgl. Tab. 5). 

Man erkennt die stark erhéhte Spaltungsgeschwindigkeit gegentiber 
Tributyrin. Der Quotient Tributyrin/Methylbutyrat der angereicherten 
Carica-Lipase S VI betragt 10900/47 = 232. Daraus geht hervor, daB 
wir in 8 VI ein Enzympraparat mit ausgesprochenem Lipasecharakter 
vor uns haben. Zum Vergleich dienen die entsprechenden Quotienten 
des Rohpapainpulvers und des mit Ather behandelten Papainpulvers A. 


Papain: 86/24 = 3,6; A: 118/30 = 4. 


Hervorzuheben ist, daB die Carica-Lipase, wenn auch mit geringer 
Geschwindigkeit, die Esterbindungen des Pectins zu hydrolysieren ver- 
mag. In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, daB mit einer 
so typischen Lipase wie der Rizinus-Lipase ebenfalls eine Pectase- 
wirkung erzielt wurde!®. Zur naheren Charakterisierung der Carica- 
Lipase miissen weitere Reinigungsversuche vorgenommen werden. 


4. Untersuchung der Wasserausziige von A 
auf esterspaltende Aktivitat 


Sandberg und Brand§ fanden den waBrigen Extrakt des Papains 
sowohl esteratisch als auch lipatisch unwirksam, dagegen beobachtete 
Falk® eine hydrolytische Wirkung des Wasserauszuges aus Papain auf 
Triacetin. Um die Frage der Wasserléslichkeit der esteratischen, lipa- 
tischen und pectolytischen Komponenten zu klaren, untersuchten wir 
die beiden Wasserausziige A, und A, des Atherextraktionsriickstandes A 
auf enzymatische Wirksamkeit gegeniiber Methylbutyrat, Tributyrin 
und Pectin (Tab. 6). 


Tab. 6. Inkubation von je 0,05 ml A, baw. A, (s. Schema 8. 2) auf Methylbutyrat 
(9,19 / 10-5 Mol), Tributyrin (9,19 - 10-5 Mol) und auf Pectin (15 mg) bei 37°. 




















mm? CO, 
Substrat nach 30 Min.* dia cs 
ee Spezifitats- 4 A 
A, As, quotienten 1 : 
Methylbutyrat .. . 7 17 Tributyrin 402 | 57.4 28 16 
Tributyrin. .... 402 28 |Methylbutyrat 7 °° Ya” 
AA. ks ck A ee | oe 0 gi ME ds 
Methylbutyrat = © 7 21 





* Die EKigenhydrolyse des Substrates ist abgezogen. 


Dem ersten Wasserextrakt A, kommt sowohl eine hohe Pectase- als 
auch eine bemerkenswerte Lipase-Aktivitét zu. Die beiden Quotienten 
kennzeichnen die Substratspezifitat gegeniiber Tributyrin und Pectin. 
Man kann daraus auf das Vorliegen von mindestens zwei esterspaltenden 


19 H. v. Euler, Chemie der Enzyme II, 1, 8. 457, 3. Aufl., Verlag J. F. Berg- 
mann, Miinchen 1928. 
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Fermenten in A, schlieBen, naimlich einer Lipase und einer Pectase. 
Die Pectase-Aktivitét ist im Vergleich zur Lipase-Aktivitat leicht er- 
héht, was durch den Quotienten 76/57,4 = 1.3 ausgedriickt wird. 
Auffallend ist, daB in A, eine geringere Methylbutyratspaltung ge- 
messen wurde als im darauffolgenden Wasserextrakt A,. Wahrscheinlich 
ist die schwachere Esterase-Aktivitat in A, auf den Hemmeffekt der in A, 
vorhandenen reduzierenden Substanzen, wie Cystein, zuriickzuftihren. 
Nach unseren Befunden inhibieren bekanntlich Cystein, Glutathion so- 
wie Ascorbinsadure die fermentative Spaltung des genannten Esters. 
Hingegen ist im zweiten Wasserauszug A, ein merkliches Abklingen 
der Tributyrinspaltung im Verhaltnis zu A, zu verzeichnen. Die Ver- 
schiebung der Enzymaktivitat wird durch den betreffenden Quotienten 
1,6 quantitativ ausgedriickt, wobei dieser Wert ausschlieBlich durch die 


Verminderung der Lipase-Aktivitat erreicht wird. 


Die Pectase-Aktivitét in A, ist relativ wenig herabgemindert und 
weist immer noch einen hohen Wert auf. Somit besitzt die Enzym- 
aktivitat des zweiten Wasserextraktes A, einen ausgesprochenen pecto- 
lytischen Charakter. 

Die im Rohpulver und im Atherextraktionsriickstand A nachgewie- 
senen esteratischen Wirksamkeiten lassen sich also ebenfalls in den 
Wasserextrakten feststellen. Man kann daher von einer wasserléslichen 
Pectase und von einer wasserléslichen Lipase im Papainpulver sprechen. 
Wir kénnen damit die Versuchsergebnisse von Bamann und Mit- 
arbeitern!® iiber die Wasserléslichkeit der Lipasen verschiedener héherer 
Pflanzensamen auch hinsichtlich der Lipase des Papains bestatigen. 
Hingewiesen sei in diesem Zusammenhang auch auf die Beobachtung von 
Olcott und Fontaine®® iiber den lipatisch wirksamen Wasserextrakt 
des Baumwollsamens sowie auf die Untersuchung von Hofstee* tiber 
den lipatisch aktiven Wasserauszug von Weizen. 


5. Untersuchung des Wasserextrakts A, 
auf Phosphatase-Aktivitat 


In Vorversuchen konnten wir eine phosphatatische Aktivitét im 
sauren py-Bereich beobachten, hingegen eine Wirksamkeit im alka- 
schen ausschlieBen, was auch den bisherigen Feststellungen im Bereich 
der héheren Pflanzen entspricht. Bei py 5,4 zeigte sich ein Optimum 
der Phosphatase-Wirksamkeit. 

LaBt man den Wasserextrakt mehrere Stunden stehen, auch nur 
bei + 2°, so geht die Enzymaktivitat merklich zuriick. Die Carica- 
Phosphatase ist also offenbar in Lésung instabil. Zur naheren Charak- 
terisierung der enzymatischen Aktivitét untersuchten wir den Verlauf 
der Aktivitaits-Zeit-Kurven wahrend 60 Min. bei dem py-Optimum 5,4 
in Gegenwart typischer Effektoren der Phosphatase-Wirkung (Abb. 2). 


20 H.S. Olcott u. T. D. Fontaine, J. Amer. chem. Soc. 68, 825 [1941]. 
21 B. H. J. Hofstee, Arch. Biochemistry 18, 229 [1948]. 
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Zusatz einer 0,l-proz. MgCl,-Lésung steigert die Aktivitat kaum. 
Hingegen hemmt eine 0,1-proz. NaF-Lésung die Phosphatase-Aktivitat 
um etwa 68%. 

Die Kurven stellen die reine Spaltungsaktivitat dar, abziiglich der 
Eigenspaltung des Substrates, die in Acetatpuffer von py 5,4 bei 38° 
nach 1 Stde. 2—3 y p-Nitrophenol betragt. 

Auf Grund der experimentellen Befunde, die sich aus dem Wir- 
kungsoptimum bei py 5,4 sowie aus dem Effekt von MgCl, und NaF 
auf die Aktivitat ergeben, glauben wir die phosphatatische Wirkung des 
Wasserextraktes A, einer Phosphomonoesterase des Typs II im Sinn 
der Klassifizierung von Folley und Kay zuordnen zu kénnen. Man 
findet Enzyme dieses Typs vielfach vergesellschaftet mit isodynamen 

















b Abb. 2. Spaltung von p-Nitrophenyl- 

3 ‘phosphat durch den Wasserauszug A, 

des Papains; a) ohne Effektor, b) mit 

~ |r 0,1% MgCl, ¢c) mit 0,1% NaF. Ordi- 
or a oe nate: p-Nitrophenol (y). 





Mn 


Fermenten der anderen Typen in einer Anzahl tierischer Organe, wie 
Leber, Milz und Prostata. Aber auch, wie schon angedeutet, ist der 
Phosphatasetyp II bei héheren Pflanzen weit verbreitet. Besonders 
reich an ihnen sind 6élhaltige Samen und Kartoffeln. Aus Kartoffeln 
beispielsweise konnten Helferich und Stetter®* ein hochkonzen- 
triertes Phosphatasepraparat herstellen. 


6. Uber das Vorhandensein anderer Hsterasen im Papain 


1. Sowohl im frischen Papainpulver als auch in dem mit Ather be- 
handelten Papainpulver konnten wir unter den schon mehrfach an- 
gegebenen Versuchsbedingungen (Konzentration, Temperatur, Dauer) 
eine relativ hohe Spaltungsaktivitat gegeniiber Acetylcholin nachweisen 
(119 mm? CO, nach 30 Min.). Hingegen war die Aktivitat bei linger 
gelagertem Latexpulver nicht mehr zu beobachten. Diese Alterungs- 
erscheinung gilt auch ftir die Lipase-, Esterase- und Pectinesterase- 
wirksamkeit. Die Abnahme der Aktivitat ist jedoch fiir die einzelnen 
enzymatischen Reaktionen unterschiedlich. 

2. Das rohe Papainpulver, der Atherextraktionsriickstand und auch 
der Wasserauszug wiesen gegeniiber p-Nitrophenylsulfat in Acetatpuffer 
von py 6,4 bei 37° keine hydrolytische Wirksamkeit auf. Somit dirfte 
im Papain keine Sulfatase vorhanden sein. 


22 §. J. Folley u. H. D. Kay, Ergebn. Enzymforsch. 5, 159 [1936]. 
23 R. Helferich u. H. Stetter, Liebigs Ann. Chem. 558, 234 [1947]. 
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Zusammenfassung 


1. Im Rohpapain und in dem mit Ather behandelten Papainpulver 
wurde eine hydrolytische Spaltungsaktivitat gegentiber Methylbutyrat 
und noch starker gegeniiber Tributyrin und Pectin festgestellt. Der 
Acetonextraktionsriickstand des Papains wies eine ausgeprigte Pectin- 
esterase-Wirksamkeit auf. 

Durch die Untersuchung des Einflusses verschiedener Effektoren 
auf die einzelnen Spaltungs-Aktivitaéten konnten die Esterase-, Lipase- 
und Pectinesterase-Aktivitaiten angenadhert gegeneinander abgegrenzt 
werden. 

2. In den waBrigen Ausziigen des Atherextraktionsriickstandes 
konnte insbesondere Lipase- und Pectinesterase-Wirksamkeit nach- 
gewiesen werden, was auf das Vorliegen von wasserléslichen Anteilen 
einer Lipase und Pectinesterase hinweist. 

3. Aus den wasserunléslichen Anteilen des Atherextraktionsriick- 
stands wurde ein angereichertes Lipase-Praparat mit der etwa 130fachen 
Aktivitat des Rohpapains gegeniiber Tributyrin gewonnen. Es weist 
keine absolute, sondern eine relative Substratspezifitat auf. 

4. Im Wasserextrakt des Atherextraktionsriickstandes wurde eine 
saure Phosphatase-Aktivitét bei einem py-Optimum von 5,4 nach- 
gewiesen und naher charakterisiert. 

5. Spaltungsvermégen fiir Acetylcholin war nur in frischem Papain- 
pulver zu erkennen. Eine Sulfatasewirkung konnte nicht festgestellt 
werden. 

Summary 


1. It has been established that crude papain and papain powder 
treated with ether possess a hydrolytic activity towards methyl butyrate 
with an even stronger one towards tributyrin and pectin. The residue 
left after acetone extraction of papain exhibits a marked pectinesterase 
activity. 

The esterase, lipase, and pectinase activities can be approximately 
differentiated from one another by knowing the influence of certain 
factors on the individual hydrolytic activities. 

2. Lipase and pectinesterase activity could, in particular, be detected 
in aqueous extracts of the residue left after ether extraction. This points 
to the presence of water-soluble portions of lipase and pectinesterase. 

3. An enriched lipase preparation which was about 130-times as 
active as crude papain against tributyrin but which exhibited a relative 
rather than an absolute substrate specificity was obtained from the 
water insoluble portion of the ether-extraction residue. 

4. In the water extract of the ether-extraction residue, an acid 
phosphatase activity with a pq optimum of 5.4 was detected and par- 
tially characterized. 

5. A splitting capacity against acetyl choline was detected only in 
fresh papain powder. A sulfatase effect could not be determined. 
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Uber die Wirkung der Nebennierenrinden-Hormone 
auf den Stoffwechsel, Il! 


Untersuchungen an Lebermitochondrien 


y-butyrat und von 


Tia camaincama Strannng 


Von 
W. Wernitsch, H. J. Hiibener und Stella Cloeren 


Aus dem Institut fiir Vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Januar 1958) 


Herrn Professor K. Felix zum 70. Geburtstag in Dankbarkeit gewidmet 


Menschen mit Morbus Cushing haben haufig einen hohen Milch- 
sdure- und Brenztraubensaure-Blutspiegel, der nach oraler Zufuhr von 
Glucose noch ansteigt®. Dies steht mit dem Anstieg der Brenztrauben- 
siure nach ACTH-Gaben in Einklang*. Kiirzlich berichteten wir', daB 
auch Ascites-Krebszellen in Gegenwart von NNR-H* vermehrt Milch- 
siure bilden. Dieser Milchsaéureanstieg lief sich durch DNP unter- 
driicken. Da DNP die oxydative Phosphorylierung in den Mitochondrien 
entkoppelt, kénnte ein Zusammenhang zwischen der Milchsaéurebildung 
unter Cortisol und-der oxydativen Phorphorylierung bestehen. 

Ks schien daher lohnend, den EinfluB der NNR-H auf die Atmung 
und die ATP-Bildung isolierter Mitochondrien zu untersuchen. Als 
Substrat wahlten wir hierfiir neben Brenztraubenséure /-Hydroxy- 
buttersdure und Bernsteinsaure, weil die Mitochondrien beide Substrate 
nur durch einen einzigen Reaktionsschritt oxydieren. Hierbei entstehen 
Acetessigsiure* bzw. Fumarsaure®, die von isolierten Mitochondrien 
praktisch nicht weiter umgesetzt werden. Die $-Hydroxy-buttersaure | 
gibt ihren Wasserstoff dabei an ein Pyridinnucleotid®, die Bernstein. | 
siure an ein Flavinnucleotid’ ab. 


ydation von /$-Hydrox 
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* Es werden folgende Abkiirzungen verwendet: NNR-H Nebennierenrinden- 
hormone; DNP 2.4-Dinitro-phenol; ATP Adenosintriphosphat; DPN Diphospho- 
pyridinnucleotid; TPN und TPNH oxydiertes bzw. reduziertes Triphosphopyridin- 
nucleotid; G-6-P Glucose-6-phosphat; 6-P-GS 6-Phospho-gluconsaéure; Cortisol 
A‘-Pregnentriol-(118.17«.21)-dion-(3.20) ; 4!-Cortisol 4'-*-Pregnentriol-(118.17«.21)- ] 
dion-(3.20) ; epi-Cortisol 4‘-Pregnentriol-(11«.17«.21)-dion-(3.20) ; Tetrahydro-corti- 1 
sol Pregnantetrol-(3«.118.17«.21)-on-(20) ;Versen = Athylendiamin-tetraessigsaure ; 1 
P* = Wahrscheinlichkeit (vgl. 1. c.?*). 

1 [. Mitteil.: H. J. Hiibener u. 8. Cloeren, diese Z. 309, 1 [1957]. 

2 O. W. Hills, M. H. Power u. R. M. Wilder, Diabetes 1, 351 [1952]. 

3G. W. Lohr u. C. Erich, Verh. dtsch. Ges. inn. Med. 63. KongreB, S. 677, 
Verlag J. F. Bergmann, Miinchen 1957. 

4 A. L. Lehninger, J. biol. Chemistry 190, 345 [1951]. 
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Sauerstoffverbrauch und Bildung energiereicher Phosphatbindungen bei Ox 


Copenhaver jr. u. H. A. Lardy, J. biol. Chemistry 195, 225 [1952]. 
Lehninger u. G. D. Greville, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 12, 188 [1953]. 

7 T. P. Singer, E. B. Kearney u. V. Massey, Arch. Biochem. Biophysics 
60, 255 [1956]. 
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EinfluB der NNR-H auf die Oxydation 
verschiedener Substrate 


Bei diesen Untersuchungen wurde die Atmung der Mitochondrien 
manometrisch, die ATP-Bildung durch G-6-P-Analyse gemessen. Setzt 
man hierbei als Substrat 6-Hydroxy-buttersiure oder Brenztrauben- 
siure ein, so wird der P/O-Quotient durch 10-4-m. Cortisol oder A1-Cor- 
tisol* nicht beeinfluBt (Tab. 1). Dagegen wird der absolute Wert der 
ATP-Bildung sowie der Atmung um etwa den gleichen Betrag vermin- 
dert. Ohne Versen-Zusatz wird die Atmung und die ATP-Bildung relativ 
stirker gehemmt. In Gegenwart von Fluorid wurde die Atmung und 
die ATP-Bildung durch NNR-H etwa genau so stark gehemmt wie ohne 
Fluoridzusatz. Der P/O-Quotient stieg jedoch mit Fluorid an (Tab. 1, 
Vers. III 15a und IIT 15b). 

Lebermitochondrien setzen also Substrate, fiir deren Oxydation 
Pyridinnucleotid bendétigt wird, in Gegenwart von NNR-H vermindert 
um. Dabei andert sich der P/O-Quotient nicht. 

Die beschriebene Wirkung hangt sehr von der Aufarbeitung der Mitochon- 
drien ab. In zwei Experimenten wurden namlich die Mitochondrien in phosphat- 
statt in triathanolamin-gepufferter Saccharose-Lésung (9 Tle. 0,25-m. Saccharose 
und 1 Tl. 0,l-m. Kaliumphosphat-Puffer, pq 7,35-+-0,05) aufgearbeitet. Hierbei 
wurde die ATP-Bildung zwar auch gehemmt (etwa 50%), jedoch war die Atmung 
kaum vermindert. Unter diesen Bedingungen entkoppeln die NNR-H also die 
oxydative Phosphorylierung. 

LaBt man dagegen die Mitochondrien Bernsteinsaiure veratmen, 
so férdert Cortisol in Gegenwart von Versen den Sauerstoffverbrauch, 
wihrend die ATP-Bildung nicht im gleichen Ma8 beeinfluBt wird 
(Tab. 2, Vers. IV, 5 u. 12). Der P/O-Quotient sinkt somit ab. 


Aber auch ohne Versen verhalt sich Succinat anders als 6-Hydroxy- 
butyrat. Die Succinat-Oxydation wird namlich in Gegenwart von 
2-10°4-m. Cortisol im Gegensatz zur 6-Hydroxy-buttersiure-Oxydation 
nicht gehemmt (Tab. 2, Vers. III, 9 u. 10). 


Konzentrationsabhangigkeit und Spezifitat 
der Wirkungen 


A'-Cortisol hemmt die /-Hydroxy-buttersdure-Oxydation 
noch in Konzentrationen von 7 - 10-5-m. regelmaBig (s. Abbildung). In 
dieser Konzentration erwies sich A}-Cortisol wirksamer als Cortisol. 


A!-Cortisol wird wahrscheinlich von der Leber langsamer als Cortisol durch 
Reduktion am A-Ring inaktiviert®. Dieser enzymatische Abbau der zugesetzten 


* Durch Einfithrung einer Doppelbindung zwischen den C-Atomen 1 und 2 
des Cortisols wurden in letzter Zeit NNR-H-Derivate erhalten, die in ihrer biolo- 
gischen Wirksamkeit Cortisol nech iibertreffen®. 

8 H. L. Herzog, A. Nobile, S. Tolksdorf, W. Charney, E. B. Hersh- 
berg, P. L. Perlman u. M.M. Pechet, Science [Washington] 121, 176 [1955]. 

® G. H. Gray u. M. A.S. Green, Lancet 1955, 1067; R.S. Ely, A. K. Done 
u. V. C. Kelley, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 91, 503 [1956]. 
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Steroide, der zum Teil in den Strukturelementen der Zelle stattfindet!%, fallt 
bei den niedrigeren Hormonkonzentrationen relativ stirker ins Gewicht. 

Bei niedrigerer A!-Cortisol- und Cortisol-Konzentration (10-5 bis 
2-10-*-m.) war die ATP-Bildung bei einigen Versuchen um 10—40% 
gesteigert, wahrend sich die Atmung nicht signifikant anderte (Versuche 
ohne Versen). Dieser Beobachtung soll weiter nachgegangen werden. 

Die Férderung der Bernsteinsadure-Oxydation bei gleichbleiben- 
der ATP-Bildung konnte noch bis zu 10~°-m. A‘-Cortisol sicher nach- 
gewiesen werden (Tab. 2, Vers. IV, 12). Das Optimum der A!-Cortisol- 
Wirkung auf die Atmung lag bei 3—5 - 10-°-m. (Versuche mit Versen). 

Die biologisch nur gering wirksamen Steroide epi-Cortisol!? und 
Tetrahydro-cortisol hemmen die ATP-Bildung und die Atmung weniger 


r 7 
Aso A 
| 
te »§ 
— = 
1 sis 

251 
> 








—————— 1 
05 10 15 20 
x10-*-m.a'-Cortisol —>— 


Abhangigkeit der G-6-P-Bildung (¢@ e@) und der Atmung (0 o) von der 

A'-Cortisol-Konzentration. Es wurden die Mittelwerte von Doppelanalysen an- 

gegeben. — Der G-6-P-Bildung (4,6 uMol G-6-P) und dem Sauerstoffverbrauch 

(2,3 ug-Atom O) der Kontrolle (ohne Steroid) wurde willkiirlich der gleiche Ordi- 

natenwert zugeordnet. P/O = 2,0. — f-Hydroxy-buttersdiure als Substrat; ohne 

Versen; 0,01-m. Mg®®. Bedingungen und Zusammensetzung des Ansatzes sonst 
wie im methodischen Teil beschrieben. 





als A'-Cortisol. In einem Versuch wurden unter sonst gleichen Bedin- 
gungen die Ansitze mit 4!-Cortisol um 56%, die mit epi-Cortisol um 27% 
und die mit Tetrahydro-cortisol nur um 12% gegeniiber den Kontrollen 
gehemmt (Steroid-Konzentration 2 - 10~4-m.; 6-Hydroxy-buttersaure als 
Substrat; ohne Versen). 

Die bei diesen Versuchen noch wirksamen Hormon-Konzentrationen kénnen 
in der Leber Cushing-Kranker oder nach oraler Cortisol-Therapie vorkommen. 
Es sei darauf hingewiesen, daB die von uns eingesetzten Mitochondrien von ge- 
sunden Ratten stammten und daher nicht frei von NNR-H waren. Zur Zeit priifen 
wir, ob an Mitochondrien adrenalektomierter Tiere noch niedrigere NNR-H-Kon- 
zentrationen wirksam sind, 


Untersuchungen an Leber-Homogenaten und -Schnitten 


Die Untersuchungen mit Homogenaten waren weniger gut repro- 
duzierbar als die mit: Mitochondrien, unterschieden sich jedoch prinzi- 


10 H. J. Hiibener, diese Z. 298, 283 [1954]. 
1 EK. Forchielli u. R. J. Dorfman, J. biol. Chemistry 228, 443 [1956]. 
2 A. Segaloff u. B.N. Horwitt, Science [Washington] 118, 220 [1953]. 
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piell nicht von diesen. Wir sehen daher von der Wiedergabe der Proto- 
kolle der Homogenat-Experimente ab. 

Die Atmung der Ratten-Leberschnitte in homologem Serum wurde 
durch A}-Cortisol gering gehemmt; die Milchsdurebildung blieb dabei 
unverandert. DNP hebt die Wirkung des Steroids wieder auf. 


Untersuchungen isolierter Enzyme 


Die Aktivitaten der von uns zum Abfangen des ATP und zu G-6-P- 
Bestimmungen verwendeten Enzyme, Hexokinase* und G-6-P-Dehydro- 
genase**, wurden durch 2- 10-4-m. Cortisol in vitro nicht beeinfluBt. 
Auch hatte Cortisol keine Wirkung auf die 6-P-GS-Dehydrogenase* und 
TPNH-Cytochrom c-Reduktase**. Diese beiden Enzyme wurden von 
uns untersucht, weil sie gemeinsam mit der oben erwahnten G-6-P- 
Dehydrogenase die stationiére TPNH-Konzentration im Cytoplasma der 
Leberzelle beeinflussen kénnen. 

Nach orientierenden in-vivo-Versuchen anderten sich unter Cortison 
auch die Enzymkonzentrationen der G-6-P- und der 6-P-GS-Dehydro- 
genasen in der Rattenleber nicht signifikant (4 Versuche mit G-6-P- 
Dehydrogenase, 2 Versuche mit 6-P-GS-Dehydrogenase, analysiert nach 
Glock und McLean#4). 


Diskussion der Ergebnisse 


Ob diese Untersuchungen an isolierten Mitochondrien Riickschliisse 
auf die physiologischen Wirkungen der NNR-H zulassen, kann auf Grund 
unserer Ergebnisse nicht entschieden werden. In der intakten Zelle kom- 
men noch viele Faktoren hinzu, die an isolierten Mitochondrien un- 
beriicksichtigt bleiben miissen, z. B. Permeabilitat der Zellmembran und 
enzymatischer Abbau der Hormone. Im ganzen Tier spielt schlieBlich 
noch die Ausscheidung durch die Niere sowie die Anreicherung der 
Steroide in verschiedenen Geweben eine wesentliche Rolle. Alle diese 
Faktoren kénnten dafiir verantwortlich sein, daB sich epi-Cortisol von 
Cortisol und A}-Cortisol bei in-vitro-Untersuchungen weniger unter- 
scheidet als in vivo. 

Nach unseren Untersuchungen hemmen die NNR-H die von 
Pyridinnucleotid abhangige 6-Hydroxy-buttersiure- und Brenztrauben- 
siure-Oxydation in den Mitochondrien, wahrend sie die von Flavin- 
nucleotid abhangige Bernsteinsiure-Oxydation fordern. In vivo kénnte 
dies dazu fiihren, daB das Cytoplasma tiber mehr Brenztraubensiure 


* Hexokinase der Firma Sigma, St. Louis, Missouri, USA. Practical grade 
III; 113 Cori-E./mg. 
** Dargestellt nach I. c.'*; der fiinfte Reinigungsschritt wurde fortgelassen. 
+ Analysiert nach 1. c. 4 
++ Dargestellt nach B. L. Horecker, inS. P. Colowich u. N. O. Kaplan, 
Methods in Enzymol. II, 704 [1955]. 
18 A. Kornberg u. B. L. Horecker, in S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, 
Methods in Enzymol. I, 323 [1955]. 
4 G. E. Glock u. P. Mc Lean, Biochem. J. 61, 390 [1955]. 
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verfiigt, weil die Mitochondrien diese langsamer abbauen. Die Fett- 
siuren dagegen kénnten in vivo vermehrt verbrannt werden, da der 
erste Schritt der Fettsiure-Oxydation durch ein strukturgebundenes 
Flavinenzym vermittelt wird!®. 

Auffallig ist, daB die Atmung auch bei héheren Steroidkonzentra- 
tionen (8+ 10-4-m.) nie tiber 60% gehemmt wurde. Es ist daher wahr- 
scheinlich, daB nur ein Teil des Elektronenflusses zwischen Pyridin- 
nucleotiden und Cytochrom b blockiert ist, wihrend der tibrige Teil der 
Elektronen auf einem anderen Weg innerhalb der Mitochondrien unge- 
hindert zum Sauerstoff gelangen kann. 

Die Gluconeogenese findet bis zur Stufe des Phospho-enol-pyruvats 
in den Mitochondrien statt1!*, die weiteren Schritte bis zur Glucose aber 
im Cytoplasma. Da die NNR-H auf die Atmung der Mitochondrien ein- 
wirken, erhebt sich die Frage, ob sie dadurch die Bildung von Phospho- 
enol-pyruvat beeinflussen kénnen. 

Dieses wird in den Mitochondrien aus ©,-Dicarbonsauren gebil- 
det1®17, die ihrerseits aus Pyruvat durch CO,-Fixierung!*, durch die 
Thunberg-Reaktion (Kondensation von zwei Acetyl-CoA-Molekiilen 
zu Bernsteinsdure)!*, aus Acetyl-CoA tiber den Glyoxylsdure-Cyclus?° 
oder durch oxydative Decarboxylierung von «-Ketoglutarséure*! ent- 
stehen kénnen. Es ist méglich, daB fiir eine der oben genannten Syn- 
these-Reaktionen .in Gegenwart von NNR-H mehr Substrat verfiigbar 
wird, weil einige Substrate in den Mitochondrien vermindert oxydiert 
werden. 

Vieles spricht dafiir, daB die Leber ein sehr wichtiger Wirkungsort 
der NNR-H ist. Im Gegensatz zu allen anderen natiirlichen Steroid- 
Hormonen sind die NNR-H auch oral voll wirksam, obgleich sie in der 
Leber sehr schnell inaktiviert werden. Wir vermuten daher, daB die 
NNR-H in der Leber schon wirksam waren, bevor sie dort inaktiviert 
wurden**, Auch der Umstand, daB das Leber-Glykogen adrenalekto- 
mierter Tiere unter Cortison auf das Zwanzigfache, das Muskelglykogen 
dagegen nur gering ansteigt**, spricht fiir die wichtige Rolle der Leber 
bei der NNR-H-Wirkung. Die Leber mu besonders das Zentral- 
nervensystem, aber auch den Muskel tiber den Blutweg mit Glucose 


15 F. L. Crane, S. Mii, J.G. Houge, D. E. Green u. H. Beinert, J. biol. 
Chemistry 218, 701 [1956]; 219, 727 [1956]. 

16 W. Bartley u. Y. Avi-Dor, Biochem. J. 59, 194 [1955]. 

17M. F. Utter u. K. Kurahashi, J. biol. Chemistry 207, 787 [1954]; 207, 
821 [1954]. 

18 §. Ochoa, A. H. Mehler u. A. Kornberg, J. biol. Chemistry 174, 979 
[1948]; J. B. Veiga Salles u. 8. Ochoa, J. biol. Chemistry 187, 849 [1950]. 

19 D. D. Davies, Nature [London] 181, 339 [1958]; G. R. Seaman, J. biol. 
Chemistry 228, 149 [1957]. 

20 H. L. Kornberg u. N. B. Madsen, Biochem. J. 68, 549 [1958]. 

*1'§. Kaufman in Me. Elroy u. Glass, Phosphorusmetabolism, Vol. I, 
8. 370, The Johns Hopkins Press, Baltimore 1951. 
2 H. J. Hiibener, Experientia [Basel] 13, 210 [1957]. 
*3 C. N. H. Long, B. Katzin u. E. G. Foy, Endocrinology 26, 309 [1943]. 
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versorgen. Diese synthetisiert sie bei Hunger und unter korperlicher 
Anstrengung aus Proteinen und Fett. Adrenalektomie hebt diese Fahig- 
keit der Gluconeogenese fast vollstandig auf, Cortison stellt sie wieder 
her*3, Alle diese Beobachtungen sprechen dafiir, daB die erhéhte Gluco- 
neogenese in der Leber eine der wichtigsten Wirkungen der NNR-H 
auf den Stoffwechsel ist. 

Die Wirkung der NNR-H auf den Mineralstoffwechsel konnte da- 
gegen hauptsachlich tiber die Nierentubuli* zustandekommen. Hierfiir 
spricht auch, daB A!-Cortisol bei geringer Kochsalzzulage Addison- 
Kranke voll leistungsfahig erhalt?°. 


Methodik 


Die manometrischen Messungen erfolgten nach Warburg**. Darstellung 
der Mitochondrien: Weife Ratten eigener Zucht wurden durch einen Schlag 
auf den Kopf getétet, entblutet, die Leber schnell entnommen und in 5 Teile 
0,25-m. Saccharose-Lésung (0°), die 0,01-m. Triaéthanolamin-Puffer, py 7,3, ent- 
hielt, gebracht. Bei einigen Ansaitzen war der Saccharose-Lésung zusatzlich noch 
0,001-m. Versen zugegeben (Ansatze mit Versen). AnschlieBend wurden die Lebern 
in der oben beschriebenen Saccharose-Lésung homogenisiert und aus diesem 
Homogenat die Mitochondrien durch Differentialzentrifugieren dargestellt. Hierzu 
wurden zuerst die Kerne bei 2000xg abzentrifugiert, das Sediment verworfen 
und der Uberstand anschlieBend bei 12000 xg zentrifugiert, wobei sich die Mito- 
chondrien absetzen. Das Mitochondriensediment wurde nun in der Saccharose- 
Loésung rehomogenisiert und bei 12000xg zentrifugiert. Dieser Schritt wurde 
noch einmal wiederholt. Zum SchluB wurde das Mitochondriensediment in ,,PO,- 
KCI‘ wieder homogenisiert und bei 6600xg zentrifugiert. Das Sediment wurde 
wiederum in ,,PO,-KCI** aufgenommen, homogenisiert und in dieser Form zu den 
Ansatzen pipettiert. Die ,,PO,-KCl‘-Lésung hatte folgende Zusammensetzung: 
125 ml 0,l-m. Kaliumphosphat-Puffer, py 7,4, und 370 ml einer 0,15-m. Kalium- 
chlorid-Lisung. Bei den Versuchen ,,mit Versen‘‘ wurden dieser Lésung auBerdem 
noch 5 ml einer 0,l-m. Versen-Lésung, py 7,4, zugesetzt. 

Ansatz: In die Warburg-GefaBe wurden bei 0° hineinpipettiert (komplettes 
System): 0,5 ml Mitochondrien in ,,PO,-KCl“ (Trockengewicht 10—15 mg), 0,1 ml 
Cytochrom c-ATP-Lésung (0,8 - 10-2 ~Mol Cytochrom c, 0,4 wMol ATP), 0,3 ml 
Nicotinséureamid-MgCl,-DPN-Lésung (20 «Mol Nicotinsiureamid, 40 wMol MgCl,, 
0,9 uMol DPN), 0,8 ml ,,PO,-KCl (Zusammensetzung wie oben beschrieben), 
0,3 ml Substrat (30 uMol) sowie 1 ml bis 0,05 ml Steroid (0,48 wMol/ml isotonischer 
KCl-Lésung). Die Lésung der Steroide wurde friiher! beschrieben. SchlieBlich 
wurde in das Birnchen noch 0,36 ml einer 50-proz. Perchlorsiure pipettiert und 
das Gesamtfliissigkeitsvolumen mit isotonischer KCl-Lésung auf 3,0 ml aufgefiillt. 

Die Warburg-GefaBe wurden mit diesen Zusitzen bei 0° fiir 30—90 Min. 
stehengelassen um die Mitochondrien mit dem Steroid zu aquilibrieren. Die Dauer 
des Prainkubierens hat dabei keinen sicheren EinfluB auf die Ergebnisse. Nach 
dieser Zeit wurden noch 9,2ml NaF (30 uMol) 0,2ml Hexokinase-Glucose-Lésung 
(0,5 mg Hexokinase und 26 uMol Glucose) sowie 0,1 ml einer 23-proz. Kalilauge 
in den Mitteltrog pipettiert. Nun wurden die Warburg-GefaBe sogleich an die 


24 EK. Buchhorn, Kh. R. Koczorek u. H. P. Wolff, Klin. Wschr. 35, 452 
[1957]. 

25 WeiBbecker, Vortrag in der Frankfurter Medizinischen Gesellschaft 
(6. November 1957). 

26 O. Warburg, F.Kubowitz u. W.Christian, Biochem. Z. 242, 170 
[1931]; O. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren, Springer-Verlag, 
Berlin 1926. 
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Manometer gehingt und bei 25° geschiittelt. Nach 7 Min. hatte sich die Tempe- 
ratur ausgeglichen, es wurden die Manometerhihne geschlossen und fiir die Dauer 
von 15 Min. der Sauerstoffverbrauch alle 5 Min. gemessen. Sofort nach der letzten 
Ablesung wurde die Perchlorsiure aus dem Birnchen in den Hauptraum gekippt 
und mit der Lésung des Ansatzes gut durchmischt. AnschlieBend wurde der In- 
halt der GefaBe vorsichtig in ein Zentrifugenglas dekantiert, zentrifugiert und die 
Uberstande mit 3-n. KOH neutralisiert. 

Von aliquoten Teilen des neutralisierten Uberstandes bestimmten wir G-6-P 
mit dem optischen Test von Warburg und Christian?’. Dazu wurden in eine 
l-cm-Kiivette folgende waBr. Lésungen einpipettiert: 0,8 ml KCl (0,12 ~Mol) 
0,1 ml MgCl, (2,8 uMol); 0,1 ml TPN (0,76 «Mol; bezogen von Fa. Sigma, St. Louis, 
USA), 0,3 ml Zwischenferment (1,3 mg), dargestellt nach 1.c.1%, 0,4 ml 0,6-m. Tris- 
Puffer, px 7,8, und 0,3 ml neutralisierter Uberstand, etwa 0,1—0,2 uMol G-6-P 
enthaltend. Das Gesamtflissigkeitsvolumen betrug 2 ml. Die Messung erfolgte im 
Eppendorf-Photometer bei einer Wellenlange von 366 mu. Die Reaktion wurde 
durch TPN-Zugabe gestartet. 

In zwei Kontroll-Ansiétze wurde stets zur Zeit 0 Perchlorséure eingekippt, 
um festzustellen, wieviel G-6-P bereits vor der manometrischen Messung in den 
Warburg-GefaéBen entstanden war (im Mittel 15—30%). Diese G-6-P wurde von 
der errechneten Menge subtrahiert. SchlieBlich wurden stets zwei Kontrollen an- 
gesetzt, denen etwa 3 uMol G-6-P zugesetzt waren, um den enzymatischen Umbau 
des G-6-P in den Ansatzen zu erfassen (im Mittel 20—30%). Dieser Wert wurde 
zu der errechneten Menge G-6-P addiert. 

Statistische Berechnung: Es wurde gepriift, ob die durch Steroidzusatz 
bedingten Unterschiede der Atmung und der G-6-P-Bildung gesichert oder nur 
zufallig von der Streuung der Parallelansaitze abweicht. Hierzu wurden die Unter- 
schiede der unter gleichen Bedingungen durchgefiihrten Ansitze mit und ohne 
Steroid (s’) mit der Streuung der Parallelansitze (s’’) nach der Formel F = s'?/s!/2 
verglichen?®, 

Bei Doppelansiétzen wurden die Differenzquadrate und Mittelwerte von je 
4 Werten (zwei mit Steroid und zwei ohne Steroid), bei Dreifachansatzen die von 
6 Werten gebildet. Dieses Vorgehen erscheint uns berechtigt, da die Streuung der 
Parallelansitze methodisch bedingt ist (z. B. Ungenauigkeit des Ablesens und 
Pipettierens) und deshalb vom absoluten MeBwert unter unseren Bedingungen 
unabhangig ist. 





Zusammenfassung 


f-Hydroxy-buttersiure und Brenztraubensaéure werden in Gegen- 
wart von 2-10-4 bis 5-10-5-m. Cortisol und A}-Cortisol von Mito- 
chondrien vermindert oxydiert. Dagegen wird die Bernsteinsaure- 
Oxydation von diesen Steroiden unter gleichen Bedingungen nicht ge- 
hemmt, in Gegenwart von Versen sogar gefordert. 

Der P/O-Quotient andert sich mit §-Hydroxy-butterséure als Sub- 
strat nicht. Wird Bernsteinséure als Substrat zugesetzt, sinkt er in 
Gegenwart von Versen und NNR-H ab. 

epi-Cortisol und Tetrahydro-cortisol sind schwacher wirksam als 
Cortisol und A}!-Cortisol. 

Es wird diskutiert, wie die NNR-H auf Grund der hier beschriebenen 
Wirkungen die Gluconeogenese tiber die Mitochondrien der Leberzelle 
beeinflussen kénnen. 





27 O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 287, 291 [1936]. 
*8 A. Linder, Statistische Methoden, Verlag Birkhauser, Basel 1957. 
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Summary 


Hydroxy-butyric acid and pyruvic acid are oxidized to a lesser 
extent by mitochondria in the presence of 2 - 10-4 to 5 - 10° M cortisol 
and A}-cortisol. In comparison, the oxidation of succinic acid is not 
inhibited by these steroids under similar conditions and is even acceler- 
ated in the presence of versene. 

The P/O ratio is not altered with f-hydroxy-butyric acid as sub- 
strate. If succinic acid is added as substrate, the ratio is lowered in the 
presence of versene and adrenal-cortical hormones. 

Epi-cortisol and tetrahydro-cortisol are less active than cortisol 
and A}-cortisol. 

The mechanism by which adrenal-cortical hormones can influence 
gluconeogenesis via liver-mitochondria is discussed on the basis of the 
effects described here. 
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Die Entstehung der Methylmalonsiure, die als regelmaBiger Harn- 
bestandteil beim Menschen! und bei Versuchstieren (Ratte?*, Hund?®, 
Kaninchen’) zu finden ist, ist denkbar aus verschiedenen methylver- 
zweigten Strukturen, z. B. aus dem Thymin, aus der Seitenkette des 
Cholesterins? und aus verzweigten aliphatischen Aminoséuren. Arbeiten 
von Flavin, Ortiz und Ochoa‘ und von Katz und Chaikoff® weisen 
dieser Séure eine zentrale Rolle im Propionsiurestoffwechsel zu. 

Die vorliegende Arbeit berichtet tiber Fiitterungsversuche, die einen 
eventuellen Zusanimenhang der Methylmalonsiure mit dem Valinstoff- 
wechsel klaren sollten. Belastungsversuche mit Methylmalonsaure unter 
verschiedenen Bedingungen sollten AufschluB iiber deren Verbrennbar- 
keit und méglichst weitere Hinweise auf den Abbauweg geben. 


Fitterung von Isobuttersiure und DL-Valin 


Seit den klassischen Untersuchungen von Embden hat die Vor- 
stellung von der oxydativen Desaminierung der «-Aminosiuren Giiltig- 
keit, nach der aus Valin als um ein C-Atom armere Fettsaure die Iso- 
butterséiure entstehen wiirde. Sowohl von der Isobuttersaéure® als auch 
vom Valin’ ist nun seit langem bekannt, daf sie weitgehend in Glucose 
umgebaut werden. Dadurch wurde jedoch nicht ausgeschlossen, daB auf 
einem Nebenweg durch f£-Oxydation der Isobutterséure Methylmalon- 
siure in der geringen Menge entsteht, in der sie im Harn ausgeschieden 
wird. 

Wir haben zuniachst Isobuttersiure an Ratten verfiittert, wobei sich 
eine deutliche Vermehrung der Methylmalonsiure-Ausscheidung im 


K. Thomas u. K. Stalder, Chem. Ber. 90, 970 [1957]. 

E. Boyland u. A. A. Levi, Biochem. J. 30, 2007 [1936]. 

K. Thomas, H. Kalbe, J. Nagai u. K. Stalder, diese Z. 808, 213 [1957]. 
M. Flavin, P. J. Ortiz u. 8. Ochoa, Nature [London] 176, 823 [1955]. 
J. Katzu. J. L. Chaikoff, J. Amer. chem. Soc. 77, 2659 [1955]. 

A. J. Ringer, E. M. Frankel u. L. Jonas, J. biol. Chemistry 14, 525 
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[1913]. 
7 J. 8S. Butts u. R. O. Sinnhuber, J. biol. Chemistry 139, 963 [1941]. 
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Harn zeigte (s. Abb. 1). Starker war jedoch die Bernsteinséure vermehrt. 
Wir haben diese ,,gekoppelte“‘ Bernsteinsiure-Ausscheidung schon bei 
anderer Gelegenheit gesehen®. Wir kommen bei Besprechung der E1zeb- 
nisse darauf zuriick. Nach Absetzen der Fiitterung sinken die Werte bei- 
der Saéuren in 6 Tagen bis fast zur Norm. 

Auch bei Fiitterung von DL-Valin (s. Abb. 2) 1aB8t sich neben einer 
starken Erhéhung der Bernsteinsiéureausscheidung eine leichte Erhohung 


Abb. 1 u. 2. EinfluB der Fiitterung von I[so- 
buttersaure (Abb. 1) bzw. von pt- Valin (Abb. 2) 
auf die Ausscheidung von Methylmalonsaure 
(schwarze Saulen) und Bernsteinsaure (schraf- 
fierte Saulen) im Harn von jeweils 10 Ratten 3; 
Gesamtgewicht 2,980 bzw. 2,855 kg. Wahrend 
der mit Pfeilen bezeichneten Sammelperioden 
wurden etwa 1 g Isobuttersiure als Na-Salz 
(Abb. 1) bzw. 500 mg pt-Valin (Abb. 2) je Tag 
und Tier verfiittert. Jedes Saulenpaar gibt die 
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Abb. 1. Abb. 2. 


der Methylmalousiurewerte erkennen. Die normalerweise ausgeschiedene 
Methylmalonsiuremenge schwankt in gewissen Grenzen von Kollektiv zu 
Kollektiv (0,05—0,25 mg/kg u. Tag). Eine Abhingigkeit von der Fiitte- 
rung deutet sich schon darin an, daB unter der von uns verfiitterten 
eiweiBarmen Grunddiat die Werte meist in die untere Halfte des ange- 
gebenen Bereichs sinken. Die von uns gewahlte Versuchsanordnung lie- 
fert als Kontrollwerte die Bestimmungen in der Vorperiode und am Ende 
der Nachperiode vom gleichen Kollektiv, so da auch die nur gering 
erhéhten Methylmalonsiurewerte unter und kurz nach der DL-Valin- 
Fiitterung als vermehrte Ausscheidung deutlich werden, 
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Belastungsversuche mit Methylmalonsaure 


Quantitative Untersuchungen iiber die Verbrennbarkeit der Methyl- 
malonsaure im Organismus scheinen bisher zu fehlen. Em merich® unter- 
suchte die Verbrennbarkeit der Dimethylmalonsiure am Hund. Bei Gabe 
von 0,23 g/kg lieBen sich 45,57°% aus dem Harn zuriickgewinnen. Wir 
fanden nach subcutaner Injektion von (Mono-)Methylmalonsaure (als 
Natriumsalz) bei der Ratte bis zu etwa 20°, im Harn wieder (Tab. 1). 
Selbst wenn beriicksichtigt wird, daB die Methode nur etwa 70% der im 
Harn vorliegenden Siuremengen erfaBt®, wurden nicht mehr als ein Vier- 
tel der verabreichten Dosis wieder ausgeschieden. Vermehrt ist auch in 
diesen Versuchen die Bernsteinsaure. 


Tab. 1. Ausscheidung von Methylmalonsaure und Bernsteinsaure nach parenteraler 
Zufuhr von Methylmalonsaure. 

10 Ratten 3, Gesamtgewicht 2,860 kg (Versuch 1) bzw. 5 3, 5 9, 2,900 kg (Ver- 

such 2). Normales Futter. Am Beginn des mit * bezeichneten Versuchstages wurden 

je Tier 500 mg Methylmalonséure mit der gleichen Menge wasserfreien Natrium- 

carbonats annahernd neutralisiert (pq 6,5) in jeweils 2 m/ dest. Wasser subcutan 








injiziert. 
Im 48-Stdn.-Harn ausgeschiedene 
Versuchstage Methylmalonsaure Bernsteinsaure 
; mg mg 
Versuch 1 L 2. 2 is nicht best. 
3 ou. 4 1,2 5,55 
5* u. 6 43,0 34,8 
7 u. 8 3,45 16,7 
9 u.10 2,00 15,0 
ll u.12 2,15 6,5 
Versuch 2 ln. 2 0,35 4,35 
3 u. 4 0,33 2,5 
5 u. 6 0,23 3,1 
7*u. 8 81,5 13,0 
9 u.10 17,4 4,5 
11 u.12 4,35 6,25 
13 u. 14 3,7 3,7 
15 u. 16 1,15 4,85 











Bei gleichzeitiger Fiitterung von Malonsiure werden 60°, der wie 
bei den vorangehenden Belastungsversuchen applizierten Methylmalon- 
siure im Harn wiedergefunden, was unter Beriicksichtigung der Erfas- 
sungsquote der Gesamtmenge sehr nahe kommt (Tab. 2). Von der ver- 
fiitterten Malonsaure wurden nur einige Promille im Harn ausgeschieden. 
Uber den Abbau der Malonsaure im Organismus haben kiirzlich Nakada, 


8 R. Emmerich, P. Neumann u. I. Emmerich-Glaser, diese Z. 267, 228 
[1941]. 
® K. Stalder, diese Z, 311, 221 [1958]. 
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Tab. 2. Ausscheidung von parenteral zugefiihrter Methylmalonsaure bei gleich- 
zeitigen Gaben von Malonsiaure. 10 Ratten J, Gesamtgewicht 2,900 kg. 








Verfiitterte Im 48-Stdn.-Harn ausgeschiedene 
Versuchstage | Malonsaiure- | Methylmalon- Bernstein- Malonsaure 
menge mg mg mg 
lu. 2 0 0,56 2,70 0,14 
3u. 4 0 0,10 1,0 0,135 
5u. 6 0 0,60 3,35 0,27 
Tu. 8 4,5 g* 0,80 22,5 48,5 
9u. 10 4,5 g* 300,0 28,0 96,0 
Methyl- 
malonsaure- 
Injektion**. 
11 u. 12 0 0,96 20,0 3,35 
13 u. 14 0 1,80 11,25 2,97 
15 u. 16 0 0,80 1,87 1,16 














* — 075 g/kg u. Tag. Zur Toxizitat der Malonsaure s. Forssman?®. 
** Am Beginn des 9. Versuchstages Injektion von 500 mg Methylmalonsaure 
wie bei den in Tab. 1 zusammengestellten Versuchen. 


Wolfe und Wick" berichtet. Sie fanden, daB in Rattenleberschnitten 
Malonat in Acetoacetat umgewandelt wird, wahrscheinlich unter De- 
carboxylierung der Malonsaure. 


Vertraglichkeit der verabreichteh Substanzen 


Anzeichen fiir eine Toxizitat der verfiitterten Substanzen fielen bei 
den gewihlten Mengen nicht auf. Es wurde besonders auf eventuelle Fell- 
und Schwanzverinderungen geachtet. Die Tiere zeigten lediglich wah- 
rend der jeweiligen Belastungsperioden gesteigerten Durst. Unter der 
Malonsiure-Fiitterung machten die Tiere einen etwas bewegungsérmeren 
Eindruck, sonst waren sie unauffallig. Bei Fiitterung von DL-Valin, tiber 
dessen Toxizitét Lang und Mitarbb.’ vor einigen Jahren berichteten, 
konnten wir keine pathologischen Symptome feststellen; es handelte sich 
bei uns allerdings um ausgewachsene Tiere und es kam eine andere Basis- 
diat (s. Versuchsteil) zur Verwendung. Hinsichtlich der Unterschiede im 
biochemischen Verhalten der D-Form und der L-Form des Valins sei 
noch auf die Arbeiten von Womack, Snyder und Rose™ und von 
White, Fones und Sober" hingewiesen. 


10 §. Forssman, Acta physiol. scand. 2, Suppl. V [1941]. 
11H. J. Nakada, J. B. Wolfe u. A. N. Wick, J. biol. Chemistry 226, 145 


[1957]. 

2 K. Lang, W. Toussaint u. W. Kiekebusch, Biochem. Z. 324, 138 
[1953]. 

18 M. Womack, B. B. Snyder u. W. C. Rose, J. biol. Chemistry 224, 793 
[1957 


iF 
144 J. White, W.S. Fones u. H. A. Sober, J. biol. Chemistry 199, 505 [1952]. 
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Besprechung der Ergebnisse 


In neuerer Zeit erschienene Arbeiten von Greenberg und Mitarbb.!° 
und von Robinson und Mitarbb.1* erméglichen Vorstellungen tiber die 
einzelnen Schritte des Valinstoffwechsels. So lieB sich der Abbau von 
DL-Valin-[4.4’-4C] zur Propionséiure sowohl im Rattenleber-Homogenat 
als auch in der Leber des intakten Tieres nach i.p.-Applikation tiber a- 
Ketoisovaleriansaure, Isobuttersiure und /-Hydroxy-isobuttersaure zei- 
gen}, 

Die Schritte des enzymatischen Ab- und Umbaus im Fettsiurestoff- 
wechsel gehen gebunden an Coenzym A vor sich!*!*. Entsprechend konn- 
ten Robinson und sein Arbeitskreis die Oxydation der Coenzym A-Ver- 
bindung der Isobuttersiure tiber die Methacrylverbindung zur f-Hy- 
droxy-isobuttersiure nachweisen. Die weitere Oxydation erfolgte in 
vitro, abweichend von der der unverzweigten Fettsiéuren, nur nach Ab- 
spaltung des Coenzyms und fiihrte zu Methylmalonsiure-halbaldehyd 
und Propionaldehyd. Mit weniger gereinigten Enzympraparaten fanden 
sich jedoch auch Anzeichen fiir eine weitere Oxydation des Methyl- 
malonsaure-halbaldehyds. 

In unseren_ Tierversuchen wurde (vgl. Tab. 1) zugefiihrte Methyl- 
malonséure weitgehend umgesetzt. Die Umsetzbarkeit nimmt ab (vgl. 
Tab. 2) unter gleichzeitiger Belastung mit Malonsiure. Diese von uns am 
lebenden Tier gewonnenen Ergebnisse zeigen Ubereinstimmung mit den 
in-vitro-Versuchen von Flavin, Ortiz und Ochoa‘, die in ihren An- 
sitzen einen ahnlichen Effekt nach Malonsiurezugabe beobachteten. Die 
zitierten Autoren nehmen neben einem Weg von der Propionsaure tiber 
Propionyl-CoA, Methylmalonyl-CoA zur Bernsteinsdéure auch einen sol- 
chen von der Methylmalonsiure selbst iiber das Methylmalonyl-CoA 
(unter Energiezufuhr durch ATP) zur Bernsteinsiure an. 

Atchley?® hatte Methylmalonsiure als Zwischenprodukt im Pro- 
pionsaurestoffwechsel fiir unwahrscheinlich gehalten, da in dem von ihm 
untersuchten Cyclophorasesystem aus Kaninchenniere, das Isobutter- 
siiure teilweise zu Propionsdéure abbauen kann, Methylmalonsaure nicht 
angegriffen wurde. Diese Befunde scheinen durch die vorher zitierten in- 
vitro-Versuche und unsere Tierversuche eine Einschrainkung zu erfahren. 

Die von uns in sémtlichen Versuchen beobachtete jeweils mit der 
erhéhten Methylmalonsiéureausscheidung einhergehende erhéhte Bern- 
steinsiure-Ausscheidung ist jedoch wahrscheinlich nicht auf die oben 
angefiihrte Isomerisierungsreaktion zuriickzufiihren. Die dabei entste- 


15 PD. S. Kinnory, Y. Takeda u. D. M. Greenberg, J. biol. Chemistry 212, 
385 [1955]. 

16 W. G. Robinson, R. Nagle, B. K. Bachhawat, F. P. Kupiecki u. 
M. J. Coon, J. biol. Chemistry 224, 1 [1957]. 

17 KF. Lynen, L. Wessely, O. Wieland u. L. Rueff, Angew. Chem. 64, 687 
[1952]; W. Seubert u. F. Lynen, J. Amer. chem. Soc. 75, 2787 [1953]. 
18 J. R. Stern u. A. del Campillo, J. Amer. chem. Soc. 75, 2277 [1953]. 
19 W. A. Atchley, J. biol. Chemistry 176, 123 [1948]. 
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henden Bernsteinsiuremengen dirften als solche ohne Schwierigkeiten 
weiter abgebaut werden. Eher ist dabei wohl an eine Fermenthemmung 
durch die Methylmalonsiure zu denken, ahnlich wie sie fiir Malon- 
siure!®20 und z. B. fiir die Octylbernsteinséure®! bekannt ist. Nach Fiit- 
terung alkylierter Bernsteinséuren haben wir schon friiher eine vermehrte 
Bernsteinséureausscheidung nachweisen kénnen und entsprechend ge- 
deutet??. 

Betrachtet man die auf verschiedenen Wegen gewonnenen Ergeb- 
nisse, so zeichnet sich eine Vielfalt von Abbaumechanismen ab, iiber die 
der Organismus verfiigt. Sie sollen im folgenden Schema angedeutet 
werden: 





CH, CHO CHO CO,H 
| | | 
HC-CH, ~+ HC-CH, + CH, , CH, > Glucose 
| | | | 
CO,H COQ,H CH, ~~ CH, 





? , 4 
VA t 4 eres t 
H,C-NH, CO,H * CO,H 
3 ‘ I ‘ a Citronensaure- 
ws H, 7" -CH, A —<—$$—$__ > CH; —> Zyklus 
‘ ‘ ‘. ag 4 
CO,H CO,H ‘XN iin * , H, 
CO,H 


Die Bedeutung der Methylmalonsiure bzw. des entsprechenden 
Halbaldehyds wird noch deutlicher, wenn man die Méglichkeit der Trans- 
aminierung des letzteren (in Gegenwart von Glutaminsaure) zu S-Amino- 
isobuttersiiure erwaihnt?’, die wiederum als Abbauprodukt des Thymins 
bekannt ist®4. Damit findet auch die schon von Boyland und Levi? an- 
genommene Beziehung der Methylmalonsiure zum Nucleotidstoffwechsel 
einen Beleg. 


Beschreibung der Versuche 


Verabfolgte Substanzen: Isobuttersaure (Riedel de Haén) wurde mit 10-n.Na- 
OH neutralisiert und durch Zugabe eines kleinen Saureiiberschusses auf py 5 ein- 
gestellt. — pt-Valin (Degussa). — Malonsaure (Merck p. A.) mit 10-n.NaOH neu- 
tralisiert wie Isobuttersiure. Methylmalonsaure aus dem Diathylester (Fluka, iso- 
merenfrei). 

Versuchstiere, Fiitterung, Harngewinnung: 10 weiBe Laboratoriums-Rein- 
zuchtratten (Geschlechtsverteilung und Gesamtgewicht sind bei den Ubersichten 
der einzelnen Versuche angegeben) wurden einzeln in Stoffwechselkafigen gehalten, 
20 J. H. Quastel u. W. R. Wooldridge, Biochem. J. 22, 698 [1928]. 

21 W. Franke, diese Z. 280, 76 [1944]. 

22 K. Thomas, G. Weitzel u. P. Neumann, diese Z. 282, 192 [1947]; vgl. 
auch 1. ¢.8. 

23 F, P. Kupiecki, unver6ffentlicht, vgl. Robinson u. Mitarbb. 1. c.18, 8.7. 
24K. Fink u. C. McGaughey, Federation Proc. 18, 207 [1954]. 
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der Harn in PolyathylengefaBen aufgefangen, in die zur Konservierung ein Thymol- 
kristall gegeben wurde. Der Harn von jeweils 48 Stdn. wurde zusammengefaBt 
(Vol. etwa 100 ccm) und unter Chloroform-Toluol bei + 4° aufbewahrt. Die Stoff- 
wechselkafige wurden bei jedem Wechsel der HarnsammelgefaBe mit einer kleinen 
Menge dest. Wasser gespiilt. 

Das Futter bestand pro Tag und Tier aus 5 g Haferflocken, 1 g Magermilch- 
pulver (Nordmilch, Zeven, Bz. Bremen), Vitamin A (Arovit Roche) 75 E. Nachdem 
die Tiere einige Tage diese Basisdiat bekommen hatten wurde mit dem Sammeln 
des Harns begonnen. Nach drei 48-Stdn.-Sammelperioden (Bestimmung der ,,Nor- 
malwerte‘‘) wurde mit dem Zusatz der zur Fiitterung vorgesehenen Substanz — wie 
im einzelnen bei der jeweiligen Abb. bzw. Tabb. angegeben — begonnen; nach Ab- 
setzen der Fiitterungssubstanzen wurden die Dicarbonsiurewerte weiter verfolgt, 
bis sie etwa zu den Ausgangswerten zuriickgekehrt waren. 

Bestimmung der Dicarbonséuren im Harn erfolgte wie 1. c.® beschrieben. In 
Tab. 3 sind von jedem Versuch einige charakteristische Rs-Werte zusammen- 
gestellt. Bei den Belastungsversuchen mit Methylmalonsiure wurde neben der 


Tab. 3. Rs-Werte* bei der Papierchromatographie 








Lésungsmittelsystem Lésungsmittelsystem 
Isoamylformiat/Wasser/ Xylol/Phenol/Ameisen- 
Ameisensaure 1]:1:2 sdure 7:3:1 
Herkunft 
Methyl- Bern- Methyl- Bern- 
Malon- malon- stein- Malon- malon- stein- 
‘Saure saure saure saure saure saure 
synthetisch 26,0 47,5 33,0 9,5 21,5 20,5 
normaler 
etiadiann 25,5 47,5 33,0 9,5 21,0 18,5 
Rattenharn bei 
Isobuttersaure- 48,5 37,0 17,5 21,0 
fiitterung 
Rattenharn bei ‘ 
Valinfiitterung 48,5 33,5 21,5 20,5 
Rattenharn bei 
sdurebelastung 
desgl. + Malon- ‘ 
séiurefiitterung 24,5 45,5 35,5 8,5 18,5 19,0 




















* Fezogen auf Sebacinsiure gleich 100, 


papierchromatographischen Bestimmung ein am Lewatit MN vorgereinigter ali- 
quoter Teil des Harnextrakts an Kieselsiure ,,Mallinckrodt‘‘ mit Chloroform- 
Butanol chromatographiert!. Durch den hohen Methylmalonsaure-Gehalt dieser 
Harne wurde auch mit diesem Verfahren eine recht reine Methylmalonsaure-Frak- 
tion erhalten. Aus der Titrationskurve errechnen sich 43 mg ausgeschiedene Methyl- 
malonsaure nach Injektion von 500 mg (vgl. Tab. 1), 302,5 mg nach Injektion von 
500 mg bei gleichzeitiger Malonsaurefiitterung (vgl. Tab. 2). Die isolierte Methyl- 
malonséure wurde durch Schmp. und Farbreaktion nach Riester? identifiziert. 


Anm. b. d. Korr.: Bei Ratten wurde unter Leberschidigung durch eine 
nekrogene Diat reichlich Methylmalonséure im Harn gefunden; nach Zufuhr von 
L-Valin stieg die Ausscheidung weiter an. (O. Barnabei, A. Valyasevi, 
L. A. Barness u. P. Gyérgy, Arch. Biochem. Biophysics 69, 259 [1957]. 


Wir danken Herrn Ernst Bohn fiir fleiBige und gewissenhafte Mitarbeit, der 
Firma Degussa fir die Uberlassung von Versuchsmengen pL-Valin. 











Bd. 313 (1958) Herkunft der Methylmalonsiure im Harn 29 


Zusammenfassung 


Fiitterungsversuche an ausgewachsenen Ratten ergaben eine ver- 
mehrte Methylmalon- und Bernsteinsdéure-Ausscheidung nach Fitterung 
von Isobuttersiure und DL-Valin. 

Injizierte Methylmalonsiure erscheint nur bis zu etwa 25°%, wieder 
im Harn. Bei gleichzeitiger Fiitterung von Malonsaure niéhert sich die 
Ausscheidung der Methylmalonsiaure der injizierten Menge. 

Die Herkunft der Methylmalonsiéure im Harn wird an Hand in letz- 
ter Zeit bekannt gewordener Zusammenhange im Stoffwechsel der C,- 
Sauren und neuerer Arbeiten iiber den Abbau des Valins diskutiert. 


Summary 


Feeding of isobutyric acid and DL-valine to adult rats increased the 
excretion of methylmalonic and succinic acid. 

Injected methylmalonic acid appears in urine only up to about 25%. 
When feeding malonic acid simultaneously, the excretion of methyl- 
malonic acid approaches the amount injected. 

The origin of methylmalonic acid in urine is discussed taking in 
account recent discoveries of C,-acid metabolism and the degradation of 
valine. 
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Uber das Vorkommen von Herzynin, Ergothionein, Homarin, 
Trigonellin, Glykokollbetain, Cholin, Trimethylamin, 
Adenin und fast simtlicher Aminosduren des Eiweifes 
in Limulus polyphemus L. 

Von 
D. Ackermann und P, H. List 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut und dem Institut fiir Pharmazie 
und Lebensmittelchemie der Universitit Wirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Januar 1958) 


Kurt Felix zum 70. Geburtstage gewidniet 


Der Pfeilschwanzkrebs Limulus polyphemus L., auch Kénigskrabbe 
genannt, stellt insofern ein Unikum dar, als seine Art seit etwa 300 Mil- 
lionen Jahren unverandert existieren soll. Er vermittelt zwischen alt- 
fossilen krebsartigen Formen (Gigantostraca des Palaiozoicums) und den 
Arachnoiden. Er erreicht eine Lange von iiber 14 m und macht mit seinem 
stark gepanzerten, ungefiigigen Korper einen vorsintflutlichen Eindruck. 
An der Ostkiiste Nordamerikas kann er in zahlreichen Exemplaren ge- 
funden werden. 

Das hohe Alter dieser Tierart lie mit der Méglichkeit einer beson- 
deren Zusammensetzung hinsichtlich der stickstoffhaltigen Extraktiv- 
stoffe rechnen und in der Tat konnten zwei in der belebten Natur nur sehr 
selten beobachtete Basen festgestellt werden. Es sind dies Ergothionein 
und Herzynin. Ergothionein wurde zuerst von Tanret! im Mutterkorn 
entdeckt, spaiter im Blut, in verschiedenen tierischen Organen und im 
Sperma? gefunden und zuletzt von dem einen von uns® aus einem Pilz, 
dem Schopftintling, Coprinus comatus, isoliert. Bei Avertebraten konnte 
es bisher noch nicht beobachtet werden. Noch nie in der Tierwelt fand 
man bis jetzt das Herzynin, das Kutscher‘ als erster als einen Be- 
standteil des Champignons beschrieb, und das dann Reuter® aus dem 
Steinpilz isolieren konnte. 

Wahrend wir das Ergothionein nur papierchromatographisch und 
durch Farbenreaktionen zu identifizieren vermochten, ist die Menge des 
Herzynins in Limulus so groB, daB wir auch sein Pikrat, Chloraurat und 


1 ©. Tanret, J. Pharmacie Chim. [6] 30, 145 [1909]. 
2 Vgl. E. Miller in Hoppe-Seyler-Tierfelder, Handb. physiol. u. pathol. 
chem. Analyse Bd. III, 8. 1151, Springer-Verlag, Heidelberg 1955. 
3’ P. H. List, Arch. Pharmac. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 290/62, 517 [1957]. 
4 F. Kutscher, Zbl. Physiologie 24, 775 [1910]. 
5 C. Reuter, diese Z. 78, 167 [1912]. 
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Chloroplatinat darstellen und zur Analyse bringen konnten. Das gemein- 
same Vorkommen von Ergothionein und Herzynin ist insofern inter- 
essant, als bei der Empfindlichkeit der Sulfhydrylgruppe des Ergo- 
thioneins das Herzynin Kutschers und Reuters ein Kunstprodukt 
hatte darstellen kénnen. Ergothionein geht namlich schon durch ver- 
diinnte Salpetersiure unter Entschwefelung in Herzynin iiber. Wir ver- 
wendeten deshalb zur Fallung der Purinbasen-Fraktion, wie spiater ge- 
zeigt wird, an Stelle von Silbernitrat Silbersulfat in schwefelsaurer L6- 
sung. Auf diese Weise konnte nicht nur das Vorhandensein beider Stoffe 
nebeneinander bewiesen, sondern auch wahrscheinlich gemacht werden, 
daB das eine aus dem anderen entsteht. 


CH, 
| 
‘H,—N® CH, CH, --N® 
| 
He c—cH,—(H—cZ HC-—-C—CH,—CH We 
] | Noe | 09 
N NH N NH 
NcZ/ Xe 
I H 
SH 
Ergothionein Herzynin 


Weiterhin konnte in diesem Zusammenhang eine bei Reuter? auf- 
tauchende Frage geklart werden. Reuter bezweifelt die Identitat des 
von Barger und Ewins® durch Entschwefelung von Ergothionein mit- 
tels FeCl, erhaltenen Produktes mit dem Histidinbetain, da die genannten 
Autoren einen Schmelzpunkt des Dipikrates von 123° angeben, wahrend 
Reuter den Schmelzpunkt bei 205° ermittelte. Wir konnten nun fest- 
stellen, daB Herzynindipikrat zwei Schmelzpunkte besitzt. Im Kofler- 
Schmelzpunktapparat beobachtet man beim analysenreinen Praparat 
einen ersten Schmelzpunkt bei 102 bis 104°, der zu einer sehr zahflissigen 
Schmelze fiihrt. Bei etwa 150° tritt dann meistens erneute Bildung von 
Kristallen ein, die bei 205° scharf schmelzen. Im engen Schmelzpunkt- 
rohrchen ist die erste Schmelze leicht erst bei einer hGheren Temperatur 
festzustellen oder auch ganz zu iibersehen. Durch diese Beobachtungen 
diirfte erwiesen sein, daB Barger und Ewins tatsichlich aus Ergo- 
thionein durch Behandeln mit Eisen(III)-chlorid Herzynin erhielten. Wir 
stellten das Histidinbetain durch Kochen einer alkoholischen Losung von 
Ergothionein mit Raney-Nickel dar und erhielten ein Dipikrat mit fol- 
genden Analysenzahlen: 

Ber. C 38,48 H 3,23 N 19,23 
Gef. C 38,06 H 3,44 N 19,30 

Engeland und Kutscher stellten 1912 das Herzynin aus Tri- 

methylamin und Imidazolylmilchsaure dar’. 


6 G. Barger u. A.J. Ewins, J. chem. Soc. [London] 99, 2336 [1911]. 
?7 R. Engeland u. F. Kutscher, Zbl. Physiologie 26, 569 [1912]. 
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Die beiden isomeren, den Pyridinkern enthaltenden Betaine Homa- 
rin und Trigonellin zeigen sich, je mehr Tierarten untersucht werden, 
immer haufiger und fanden sich nun auch in Limulus in praparativ faB- 
baren Mengen. Das Homarin ist bisher im Hummer*, Anemonia sulcata®, 
Arbatia pustulosa®, Arca Noae®, Velella spirans’®, Patella spurial', und 
Crangon vulgaris!*, das Trigonellin als normaler Harnbestandteil!*, 
ferner bei Anemonia sulcata®, Patella spuria'! und Crangon vulgaris} 
beobachtet worden. 

Auch bei Limulus fand sich wieder Glykokollbetain wie bei so 
vielen Avertebraten in erstaunlicher Menge (61 g freie Base in 10 kg Le- 
bendgewicht, wobei zu beriicksichtigen ist, dal die schweren Schalen der 
Tiere einen erheblichen Teil des Gewichtes in Anspruch nehmen). Man 
muB8 annehmen, da dieses biogene Amin entweder zur Speicherung des 
Stickstoffes oder zu seiner Ausscheidung dient, wenn nicht beides in Be- 
tracht kommt. 

Cholin, das fast ubiquitir auftritt, fanden wir auch hier. 

Daneben lieBen sich fast simtliche Monoaminosduren des Eiweibes 
in freiem Zustande auf papierchromatographischem Wege nachweisen. 
Arginin und Histidin wurden praparativ dargestellt. 

Das aus der KGénigskrabbe auBerdem noch isolierte Trimethyl- 
amin wurde bei niederen Tieren bisher nur in den Gonaden von Rhizo- 
stoma cuvieri4 beobachtet. Es ist jedoch zu bemerken, daB die im Laufe 
der Zeit in unserem Laboratorium untersuchten Tiere meist nicht auf 
Vorkommen von Trimethylamin geprift wurden. 

Wie bei den meisten bisher bearbeiteten Tieren fand sich auch hier 
Adenin} in praparativ fabbaren Mengen. 


Beschreibung der Versuche 


10 kg Limulus polyphemus L. waren grob zerstiickelt in Alkohol konserviert. 
Nach AbgieBen des Alkohols, der gesondert eingeengt wurde, folgte eine mehrfache 
waBrige Extraktion des Riickstandes bei essigsaurer Reaktion in der Hitze, wobei 
mit der Presse eine méglichste Erschépfung angestrebt wurde. Alkoholische und 
waBrige Extrakte wurden nach Einengen vereinigt. Der Gesamtstickstoff wurde 





8 F. A. Hoppe-Seyler, diese Z. 222, 105 [1933]. 

® D. Ackermann, diese Z. 295, 1 [1953]. 

10 F, Haurowitz u. H. Waelsch, diese Z. 161, 300 [1926]. 

11D. Ackermann u. R. Janka, diese Z. 298, 65 [1954]. 

12 —D. Ackermann u. P. H. List, diese Z. 306, 260 [1956]. 

13 W. Linneweh u. H. Reinwein, diese Z. 207, 48 [1932]; 209, 110 [1932]. 

14 F. Haurowitz, diese Z. 122, 145 [1922]. 

15 In Lumbricus terrestris, D. Ackermann u. F. Kutscher, Z. Biol. 75, 
315 [1922]. In Eledone moschata, D. Ackermann, F. Holtz u. F. Kutscher, 
Z. Biol. 77, 241 [1922]. In Holethuria tubulosa, D. Ackermann, F. Holtz u. 
H. Reinwein, Z. Biol. 80, 163 [1924]. In Mytilus edulis, D. Ackermann, Z. Biol. 
80, 193 [1924]. In Arbatia pustulosa, 81, 296 [1924]. In Actinia equina, D. Acker- 
mann, F. Holtz u. H. Reinwein, Z. Biol. 80, 132 [1924]. In Python molurus, 
W. Keil, W. Linneweh u. K. Poller, Z. Biol. 86, 187 [1927]. In Asterias glacialis, 
D. Ackermann, diese Z. 282, 206 [1935]. In Raja clavata, O. Fléssner u. F. Kut- 
scher, Z. Biol. 88, 390 [1929]. 
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zu 16,3 g ermittelt. In die 4,2 / einnehmende Liésung gaben wir unter Riihren festes 
Bleiacetat bis zur vollstindigen Fallung. Die Bleifallung wurde durch Zentrifu- 
gieren abgetrennt und einmal mit Wasser gewaschen. Die vereinigten iiberstehenden 
Flissigkeiten versetzten wir mit 50 mil 50-proz. Schwefelsiure und engten auf 
1 ein. Die von Bleisulfat befreite Losung wurde dreimal mit Ather ausgeschiittelt 
und die atherischen Ausziige verworfen. Aus dem waBrigen Anteil beseitigten wir 
die Schwefelséure bis zur schwach kongosauren Reaktion und engten im Vak. bis 
zum diinnen Sirup ein, worauf sich durch Methanol Natrium- und Kaliumsulfat 
abtrennen lieBen. Jetzt folgte bei Gegenwart von 5% Schwefelsaure eine Fallung 
mit 1850 ml Phosphorwolframsaure (500 g PWS in 1000 mi 5-proz. Schwefelsaure). 
Nachdem die auf der Nutsche mit 5-proz. Schwefelsiure gewaschene Fallung mit 
Baryt in bekannter Weise in eine Lésung der freien Basen verwandelt war, engten 
wir diese stark ein. Das 

1. alkalische Destillat séuerten wir mit Salzsiure an und brachten es auf 
dem Wasserbade zur Trockne. Das ausgeschiedene Ammoniumchlorid lieB sich 
durch mehrmaliges Aufnehmen mit Alkohol weitgehend beseitigen. Mit Goldchlorid- 
chlorwasserstoffsiure wurden dann 0,86 g Trimethylaminchloraurat erhalten, 
das nach einmaligem Umkristallisieren aus Salzsdure rein war. 


C,H,N - HAuCl, (399,15)* Ber. C 9,02 H 2,52 N 3,52 Au 49,41 
Gef. C 9,26 H 2,60 N 3,56 Au 48,49 
Aus der Lésung der freien Basen der Phosphorwolframfallung lieBen sich nach 
Kinengen bei schwach schwefelsaurer Reaktion mittels Methanols nochmals Na- 
trium- und Kaliumsulfat abtrennen. Darauf folgte eine 

2. Purinbasenfallung, wobei diesmal nicht mit Silbernitrat, sondern mit 
Silbersulfat gefallt wurde. Bei schwefelsaurer Reaktion wurde unter Riihren mit 
festem Silbersulfat versetzt, die Fallung abfiltriert und nach Waschen mit wenig 
Wasser das Silber als Sulfid beseitigt. Nach Uberfiihrung der Sulfate in eine Lésung 
der freien Basen schied diese beim Einengen auf dem Wasserbade eine kérnige 
Masse ab, aus der durch Fallen mit Pikrinsiure das schwerlésliche Adeninpikrat 
gewonnen werden konnte. Es war nach zweimaligem Umkristallisieren rein. Wie 
erwartet enthielt es 1 Mol Kristallwasser. 

C;H;N; - C,H,N,0, + H,O (382,25) Ber. H,O 4,71 Gef. H,O 4,74 

C;H;N; ‘C,H,N,0, (364,24) Ber. C 36,25 H 2,22 N 30,78 

Gef. C 36,07 H 2,34 N 30,33 
In der Mutterlauge der kiérnigen Massen fand sich Ergothionein. Wir konnten 
durch Soda-Salpeter-Schmelze organisch gebundenen Schwefel nachweisen. Ferner 
zeigte sich der gleiche Ry-Wert 0,11 wie bei Ergothionein. Der Nachweis erfolgte 
mit Diazobenzolsulfosiure in sodaalkalischer Lésung. Dabei entstand zunachst. ein 
orangegelber Fleck, der beim Betupfen mit Natronlauge in beiden Fallen charakte- 
ristisch violett wurde. 

3. Silber-Baryt-Fraktion: Das Filtrat der Purinbasen-Fallung wurde mit 
Baryt im UberschuB versetzt und der braune Niederschlag nach Waschen mit 
Wasser durch Schwefelwasserstoff, Baryt usw. in den Sirup einer freien Basen- 
lésung verwandelt, aus dem sich durch Fallung mit Methanol Arginin und Histidin 
abtrennen lieBen. 

In dem methanol-léslichen Anteil der Basen wurde mit Flaviansaiure eine 
reichliche Fallung erzeugt, die aus den Flavianaten des Arginins und Herzynins 
bestand. Nach Lésen in sehr viel hei8em Wasser erschien beim Abkiihlen das Fla- 
vianat des Arginins, das durch die Sakaguchi-Reaktion und durch Uberein- 
stimmung des Ry-Wertes der Base mit authent. Arginin identifiziert wurde. 

Die Mutterlauge des Argininflavianates lieferte nach Einengen das 

4. leichter lésliche Flavianat des Herzynins. Dieses lieB sich als Pikrat, 
Chloraurat und Chloroplatinat identifizieren. 

Pikrat, feine Nadelchen. Schmelzpunkt (Kofler) wie synthet. Herzyninpikrat 
102—104° und 205°. Der Misch-Schmelzpunkt war ohne Depression. 


* Samtliche Analysen von Dr. Ing. A. Schoeller, Kronach. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 313 3 
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3,794 mg Sbst. : 5,390 mg CO,, 1,010 mg H,O. — 2,950 mg Sbst. : 0,506 ccm 
N, (27°, 726 mm). 
CyH,;N,02 - (CgH,N30,), (655,45) Ber. C 38,48 H 3,23 N 19,23 
Gef. C 38,77 H 2,98 N 18,64 
Chloraurat, makroskopische, gut ausgebildete Nadeln. 
6,433 mg Sbst.: 2,930 mg CO,, 1,140 mg H,0, 2,870 mg Au. — 
3,450 mg Sbst.: 0,170 ccm N, (24°, 723 mm). 
C,H,;N,0, - (HAuCl,),. (877,31) Ber. C 12,31 H 1,95 N 
Gef. C 12,43 H 1,98 N 


4,79 Au 44,96 
5,39 Au 44,61 


Chioroplatinat 
6,975 mg Sbst.: 4,565 mg CO,, 1,820 mg H,O, 2,235 mg Pt. — 
3,134 mg Sbst.: 0,204 com N, (27°, 720 mm). 
C,H, ;N,0, - H,PtCl, (607,22) Ber. C 17,80 H 2,82 N 6,92 Pt 32,15 
Gef. C 17,86 H 2,92 N 7,02 Pt 32,04 

Die freie Base gibt intensive Diazoreaktion und hat den gleichen Ry-Wert 
von 0,07 wie synthet. Herzynin. 

In der Mutterlauge der Flaviansaurefallung lieB sich noch 

5. Histidin als Pikrolonat isolieren: 

C.gH,N,09. (CypHgN,O35)2 (682,42) Ber. N 22,58 Gef. N 22,38 
Die Diazo-Probe war positiv. 

6. Lysinfraktion: Das Filtrat der Silberbarytfallung wurde nach Beseiti- 
gung des Bariums mit Schwefelwasserstoff bei schwefelsaurer Reaktion vom Silber 
befreit, worauf die freie Basenlésung mit Flaviansiure gefallt wurde. Es entstand 
eine Fallung von . 

7. 227 g Glykokollbetainflavianat, das allerdings noch unrein war, ob- 
wohl die Lésung der freien Base bereits nach starkem Einengen zum Sirup die fiir 
Glykokollbetain charakteristischen zusammenhiangenden, makroskopischen, glin- 
zenden Nadeln gab. Nach Uberfiihrung in das Pikrat wurde hieraus das Hydro- 
chlorid gewonnen, das wie Glykokollbetain-hydrochlorid einen Rp-Wert von 0,21 


zeigte. 
Pikrat 
C;H,,NO, - C,H,N,O, (346,14) Ber. C 38,14 H 4,08 N 16,19 
Gef. C 37,91 H 4,17 N 16,06 
Hydrochlorid 


C,H,,NO, - HCl (153,56) Ber. C 39,06 H 7,87 Gef. C 39,67 H 7,94 


Die Mutterlauge des Glykokollbetainflavianates wurde nach Beseitigung der 
Flaviansaure mit ammoniakalischer Reineckatlosung gefallt. Die hieraus gewonnene 
Basenlésung fallten wir mit Dipikrylaminmagnesium und erhielten das auBerst 
schwerlosliche, in feinen Nadelchen kristallisierende, charakteristische 

8. Cholin-dipikrylaminat: Das daraus dargestellte Hydrochlorid hatte 
den gleichen Ry-Wert von 0,26 wie authent. Cholin. Das Chloraurat lieferte den 
erwarteten Gold-Wert: 

C;H,,;NO - HAuCl, (443,12) Ber. Au 44,50 Gef. Au 44,59 


Das Filtrat der alkalischen Reineckatfaillung wurde mit Schwefelsiure ange- 
siuert, worauf wir die erhaltene saure Reineckatfaillung zersetzten und in eine 
Lésung der freien Basen iiberfiihrten. 

9. Homarin und Trigonellin: Es zeigten sich bei Ry 0,24, wie bei authent. 
Homarin und viel schwacher bei Ry 0,20 wie bei authent. Trigonellin je ein Dragen- 
dorff-positiver Fleck. DaB es sich hier um ein Gemenge der beiden Isomeren handelt, 
erwies auch der Schmp. nach Kofler von 144°, der tiefer lag als die Schmpp. der 
beiden Pikrate: Homarinpikrat verlangt 149—153°, Trigonellinpikrat 198—200°. 


C,H,NO, - CsH,N,O, (366,11) Ber. N 15,31 Gef. N 15,28 








10. 
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L poe a Destillat: 


Trimethylamin 


Uber das Vorkommen von Herzynin 


Ubersicht des Fallungsganges 


Phosphorwolframsaurefallung 





y 
Sulfate der Basen mit Methanol gefallt 





K,SO,+Na,S0,< 


bo 


. Purinbasenfallung: 


Adenin -+- Ergithionein 


Ag,SO,+H,SO, 


Y 
3. Silberbarytfallung 





Alkoholunlisl. Basen: | 


Histidin, Arginin 


| 
Alkohollésliche Basen 
Flaviansaure 
a | 


Schwerlésl. Flavianat: 


Arginin 


4. Leichter lésl. Flavianat: 


Herzynin 


. Histidin — 


or 


Pikroionsaure 
| 
| 


6. Lysinfraktion 
a eo 
| 


7. Glykollbetainflavianat 


- 


‘ 
8. Dipikrylaminfallung: 
Cholin 


9. Fallung: 


Trigonellin u. Homarin 


Alkalische Reineckatfallung 
Dipikrylaminmagnesium 


Saure Reineckatfallung 





10. Filtrat der Phosphorwolframsaurefallung : 
Papierchromatographisch simtliche Monoaminosiuren mit Ausnahme von 
Cystin und Cystein. 





3* 











Uber das Vorkommen von Herzynin Bd. 313 (1958) 


Aus dem 

10. Filtrat der Phosphorwolframsaurefallung wurden die Phosphor- 
wolframsaure und Schwefelsaure mit Baryt entfernt, worauf eine papierchromato- 
graphische Untersuchung der Monoaminosiuren vorgenommen wurde, die Dr. 
J. Eubel!® die Freundlichkeit hatte, mit einem von ihm angewandten Verfahren 
durchzufiihren. Die Tabelle laBt gleichzeitig das mengenmaBige Vorkommen ab- 
schatzen. 


Tabelle der gefundenen Monoaminosauren: 


Alanin +++ Tyrosin + 
Leucin-Isoleucin = ena Phenylalanin ot 
Glutaminsaure et Asparaginsaure + 
Prolin +4 Hydroxyprolin 4 

Valin ++ Methionin aS 
Glycin -+ Tryptophan a 
Serin ++ Cystein —- 
Threonin 4 Cystin —_ 


Alle Papierchromatogramme, auBer denen der Monoaminosiuren, wurden auf 
S & S 2043b Mgl mit Butanol;Eisessig/Wasser 6: 1 : 2 entwickelt. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die zur Ver- 
fiigung gestellten Mittel und den Herren Prof. Dr. J. H. Welsh, Harvard Univer- 
sity Cambridge, Mass., sowie Privatdozent Dr. P. Karlson, Max-Planck-Institut 
fiir Biochemie, Miinchen, fiir ihre groBe Bereitwilligkeit bei der Beschaffung des 
wertvollen Ausgangsmaterials. 


Zusammenfassung 


In Limulus polyphemus L. fanden sich Ergothionein, das bei Averte- 
braten bisher nicht beobachtet wurde, und Herzynin, das in der Tierwelt 
iiberhaupt neu ist, auBerdem die beiden Isomeren Homarin und Trigonel- 
lin. Daneben wurden Glykokollbetain, Cholin, Trimethylamin, Adenin 
und fast simtliche Aminosaiuren des Eiweifes isoliert. Unter den Mono- 
aminosauren fehlten Cystin und Cystein. 


Summary 


In Limulus polyphemus L. there were found ergothioneine, hitherto 
unobserved among avertebrates, herzynine, completely new in the animal 
kingdom, and the two isomers homarine and trigonelline. In addition, 
glycine betaine, choline, trimethyl amine, adenine, and nearly all amino 
acids of proteins were isolated. Cystine and cysteine were lacking among 
the monoamino acids. 


16 J. Eubel, Z. Lebensmittel-Unters. u. -Forsch. 104, 429 [1956]. 
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Transformylierungen und Transhydroxymethylierungen, III? 
Zum Reaktionsmechanismus der aeroben N-Formylierung 
der Pteroylglutaminsaure* 

Von 
H. M. Rauen, M. Rauen-Buchka und G. Hess 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Miinster (Westfalen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Februar 1958) 


Herrn Prof. Dr. K. Felix zum 70. Geburtstag 


Bei der aeroben N!°-Formylierung des Pteroylglutamats? entstehen 
N?°.Formyl-pteroylglutamat und 2-Amino-4-hydroxy-pteridinaldehyd-(6) 
im molaren Verhiltnis 1:1 als stabile Reaktionsprodukte!. Unsere Be- 
obachtungen sprechen dafiir, daB diese blaufluoreszierenden Pteridine 
wahrend der Aufarbeitung der Enzymansitze zu den Analysen nicht- 
enzymatisch aus einer gemeinsamen Vorstufe entstehen, nachdem diese 
Vorstufe bei Anwesenheit aller Komponenten des Enzymsystems enzy- 
matisch entstanden ist. Die theoretische Deutung dieses Vorganges 
wurde vor kurzem ver6ffentlicht*. 

In der vorliegenden Arbeit beschreiben wir die Bedeutung von 
C,-Donatoren und Sauerstoff sowie die Wirkung von Aktivatoren und 
Inhibitoren fiir diesen Enzymvorgang. 


Methodik 


Verwendete Substanzen: pui-Serin, L-Histidin, Urocaninsiure und Pte- 
roylglutaminsiure (Hoffmann-La Roche AG, Grenzach); ATPNa, (Zellstoff- 
fabrik Waldhof, Mannheim); ATPNa,H,:-4H,0, ADPNa,-H,O0, AMPNa,, DPN, 
TPN, Cytochrome und Natrium-glucose-6-phosphat-7H,O (C. F. Boehringer 
& Séhne GmbH, Mannheim); Aminopterin, Amethopterin und Leucovorin 
(Lederle Laboratories Div., New York); p-Chlormercuribenzoesaéure verdanken 
wir der Freundlichkeit von Herrn Prof. Dr. Hj. Staudinger. 

Enzymansiatze: Die Herstellung der Leberhomogenate und die Durch- 
fiihrung der Enzymversuche wurden friiher? beschrieben. 

Fluoreszenzmessung: Die ersten Versuche wurden gegen einen Chinin- 
sulfat-Fluoreszenzstandard mit dem Photometer Eppendorf ausgemessen und 
die weiteren mit dem Fluoreszenzzusatzgerit mit Elektronenvervielfacher gegen 
den Fluoreszenzstandard aus Glas, der unserem Chinisulfat-Standard entspricht. 





* Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft, 
der Research Corporation, New York, und der Gesellschaft zur Foérde- 
rung der Westfalischen Wilhelms-Universitat Miinster. 

1 TI, Mitteil.: H. M. Rauen u. G. Brendler, Z. Naturforsch., im Druck. 
2-H. M. Rauen, Biochem. Z. 328,,562 [1957]. 
3-H. M. Rauen, Z. Naturforsch. 18b, 45 [1958]. 
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Weitere Analysenverfahren: Das ,,perjodatoxydierbare“‘ C, bestimmten 
wir nach der Methode von Frisell, Meech und Mackenzie‘, das Histidin nach 
Edlbacher, Baur, Staehelin und Zeller® und die p-Aminobenzoylglutamin- 
siure nach Bratton und Marshall®. 

Zur mikrobiologischen Bestimmung des Citrovorum-Faktors entnahmen wir 
den Versuchsansatzen je 2 ml, denaturierten sie unter Durchleiten von Stickstoff 
im kochenden Wasserbad 1 Min., kiihlten auf 0° ab und setzten pro Ansatz 1 ml 
einer 500 mg-proz. waBrigen Ascorbinsdurelésung von 0° zu. Nach Uberleiten 
von Stickstoff wurden die Ansatze 30 Min. bei 121° im Autoklaven gehalten. 
Nach dem Homogenisieren im Glasgerat nach Potter-Elvehjem und Einstellen 
auf pq 7,2 wurden die Lésungen entsprechend verdiinnt, filtriert und der Gehalt 
an Citrovorum-Faktor mit Hilfe von Bacto CF Assay Medium B 456 der Difco 
Laboratories Inc. Detroit, Michigan, und Leuconostoc citrovorum (Pediococcus 
cerevisiae) bestimmt, wobei wir uns nach der Vorschrift richteten, die die genannte 
Firma in ihrem ,,Difco-Manual“ gab. 


Ergebnisse 
1. Die Wirkung von C,-Donatoren 


Das vollstindige Enzymsystem zur aeroben N1°-Formylierung des 
Pteroylglutamats besteht aus: Leberhomogenat, C,-Donator, Pteroyl- 
glutamat, Mn?° und Sauerstoff. ATP fordert die Reaktion, jedoch nicht 
erheblich?. Die Zusammensetzung der Ansitze ist in der Legende zu 
Abb. 1 sowie zu Tab. 1 aufgefiihrt. Die Reaktion verlauft optimal bei 
pu 7,3, und als giinstigstes molares Verhiltnis von Pteroylglutamat zu 
den C,-Donatoren wurde fiir Serin 1:200, fiir Histidin 1:20 gefunden. 
Als MaB fiir den Reaktionsverlauf 1aBt sich die routinemaBig gentigend 
sicher durch einen optischen (fluorometrischen) Test zu bestimmende 
Fluoreszenzzunahme der nach Inkubation enteiweiBten und auf px 11,6 
eingestellten Ansitze verwenden, die auf der Bildung der beiden blau- 
fluoreszierenden Reaktionsprodukte N1°-Formyl-pteroylglutamat und 
2-Amino-4-hydroxy-pteridin-aldehyd-(6) aus dem nichtfluoreszierenden 
Pteroylglutamat beruht. 

Die Wirkung des DL-Serins ergibt sich aus dem Vergleich des 
Kurvenverlaufs von 1 und 2 in Abb. 1, die des Pteroylglutamats aus 1 
und 3 und die des Sauerstoffs aus 1 und 4 der gleichen Abbildung. Im 
Ansatz 2, ohne Serin, wirken lebereigene C,-Donatoren. Pyridoxalphos- 
phat zur Aktivierung des Serins’-"! wurde diesen Versuchen nicht bei- 
gegeben (vgl. hierzu 1. c.2). Es war in geniigender Menge in den Homo- 


4 W. R. Frisell, L. A. Meech u. C. G. Mackenzie, J. biol. Chemistry 
207, 709 [1954]. 

5 §. Edlbacher, H. Baur, H. R. Staehelin u. A. Zeller, diese Z. 270, 
158 [1941]. 

6 A.C. Bratton u. E. K. Marshall jr., J. biol. Chemistry 128, 537 [1939]. 

7 N. Alexander u. D. M. Greenberg, J. biol. Chemistry 214, 821 [1955]. 

8 S. Deodhar u. W. Sakami, Federation Proc. 12, 195 [1953]. 

® J. Lascelles u. D. D. Woods, Nature [London] 166, 649 [1950]. 

10 C, M. Lyman, O. Moseley, 8. Wood, B. Budler u. F. Hale, J. 
biol. Chemistry 167, 177 [1947]. 

1 B. E. Wright, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 16, 165 [1953]; 
Federation Proc. 14, 308 [1955]; J. biol. Chemistry 219, 873 [1956]. 
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genaten enthalten, d.h. an die Enzymsysteme, die es bendtigen, fest 
gebunden?®. 

Den Ansatzen 1, 3 und 4 wurden 240-10-* Mol/3 ml DL-Serin 
zugesetzt. Zu Versuchsbeginn haben wir bei Ansatz 1 mit der Chromo- 
5 
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Abb. 1. Aerobe N1°-Formylierung des 
Pteroylglutamats durch Schweine- 
leberhomogenat. Je 3 ml enthalten: 
1,2 ml Homogenat, 11-10-* Mol 
Mn”, 0,6-10-§ Mol ATP, Phosphat- 
puffer, pH 7,3; ferner: Ansatz 1: 
240-10~® Mol pui-Serin + 1,2-10-6 
Mol Pteroylglutamat, in O,; Ansatz 2: 
wie Ansatz 1, jedoch ohne Serin; 20 
Ansatz 3: wie Ansatz 1, jedoch ohne 1 
Pteroylglutamat; Ansatz 4: wie An- 
satz 1, jedoch in N,. — Ansatz 5: 
24-106 Mol L-Histidin, nach 90 Min. = gy a ai 
Vorinkubation 1,2-10-* Mol Pteroyl- 
glutamat, in O,; Ansatz 6: 24-10-® | 
Mol t-Histidin + 1,2-10-* Mol Pte- 

roylglutamat zu Versuchsbeginn zu- | 
gesetzt, in O,; Ansatz 7: wie An- 
satz 6, jedoch ohne Histidin; Ansatz 8: 
wie Ansatz 6, jedoch ohne Pteroyl- 
glutamat; Ansatz 9: wie Ansatz 6, 
jedoch mit aufgekochtem Homogenat ; 


Ansatz 10: wie Ansatz 6, jedoch in Ng. 
Inkubation bei 37°. Die Leerwerte zur 1 
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(1—4) von den Versuchswerten abge- 40 ? 
zogen. | § 
“ oe, 
3 m0 
60 120 60 120 160 
Min. 


tropsiure-Reaktion ohne vorherige Oxydation mit Perjodat 14-10-® 
Mol/3 mi C, bestimmt und nach 120 Min. Inkubation 11-10-® Mol/3 ml. 
Wahrend der Reaktion sind also 3-10-* Mol/3 ml freies C, verschwun- 
den. Nach Perjodatoxydation fanden wir zu Versuchsbeginn 253 -10-® 
Mol/3 m/ Gesamt-C, und nach 120 Min. 275-10-® Mol/3 ml. Das Gesamt-C, 


12 R. L. Kisliuk u. W. Sakami, J. Amer. chem. Soc. 76, 1456 [1954]. 
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hatte somit wahrend der Inkubation um 22-10~® Mol/3 ml zugenommen, 
das ist das 18fache der vorgelegten Menge (1,2-10~® Mol/3 ml) Pteroy]l- 
glutamat. 


L-Histidin wird durch Katzenleberhomogenat!* ™ (oder durch zell- 
freie Extrakte aus Pseudomonas fluorescens iiber Urocaninsaéure zu 
«-L-Formamidino-glutarsiure abgebaut, die dann in Glutamat, Formiat 
und Ammoniak (mit Enzymextrakten aus Clostridium tetanomorphum 
oder Aerobacter aerogenes in Glutamat + Formamid!®17) iibergeht. «-L- 
Formamidino-glutarsaure wirkt als C,-Donator'®. Miller und Waelsch 
fanden, daB durch Kalbsleberhomogenat in Phosphatpuffer, px 7,3, 
anaerob die Formiminogruppe aus «-L-Formamidinoglutarat von kata- 
lytischen Mengen 5.6.7.8-Tetrahydro-pteroylglutamat tibernommen und 
auf Pteroylglutamat tibertragen wird!*-?°. Das so gebildete Formimino- 
pteroylglutamat verliert durch nichtenzymatische Hydrolyse die Imino- 
gruppe. 

L-Histidin und Urocanat wirken auch in unserem aeroben Ver- 
suchssystem als C,-Donatoren, «-L-Formamidino-glutarat konnte noch 
nicht gepriift werden. Inkubiert man L-Histidin im Gesamtansatz 
90 Min. vor Zusatz von Pteroylglutamat, so entsteht «-L-Formamidino- 
glutarat in geniigender Menge, um als unmittelbarer C,-Donator zu 
wirken. Abb. 1, Kurve 5, zeigt, daB nach Zusatz von Pteroylglutamat 
zum Vorinkubat die Reaktion mit gréBerer Anfangsgeschwindigkeit 
einsetzt und eine héhere Fluoreszenz ergibt als bei gleichzeitiger Um- 
setzung von L-Histidin und Pteroylglutamat, wie aus Kurve 6 zu ent- 
nehmen ist. Kurve 7 zeigt den Reaktionsverlauf ohne Histidin in Sauer- 
stoffatmosphire, Kurve 8 denjenigen mit L-Histidin in Sauerstoff, 
jedoch ohne Pteroylglutamat, Kurve 9 den Verlauf im vollstandigen 
System mit hitzedenaturiertem Leberhomogenat in Sauerstoff und 
schlieBlich Kurve 10 den Reaktionsverlauf des kompletten Systems, 
jedoch in Stickstoffatmosphare. 


L-Histidin als mittelbarer C,-Donator nimmt infolge des Abbaus 
im Versuchsverlauf stetig ab und das Gesamt-C, stetig zu. Im Versuch I 
der Abb. 4 (S. 47) wurden zu Beginn 25-10-® Mol/3ml L-Histidin und 
nach 60 Min. Inkubation 18,5-10-* Mol/3m/ gefunden. Mit der 
Perjodat-Chromotropséure-Reaktion wurden zu den entsprechenden 
Zeiten 6-10-§ Mol/3 ml bzw. 14-10-® Mol/3m/ bestimmt. Das Histidin 


138 B. A. Borek u. H. Waelsch, J. biol. Chemistry 205, 459 [1953]. 
4 A, Miller u. H. Waelsch, J. Amer. chem. Soc. 76, 6195 [1954]. 
18 H, Tabor u. O. Hayaishi, J. biol. Chemistry 194, 171 [1952]. 
16 B. Magasanik u. H. R. Bowser, J. biol. Chemistry 218, 571 [1955]. 
17 J. T. Wachsman u. H. A. Barker, J. Bacteriol 69, 83 [1955]. 
18 A, Miller u. H. Waelsch, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 17, 

278 [1955]. 

19 A, Miller, Federation Proc. 15, 316 [1956]. 

20 A. Miller u. H. Waelsch, Arch. Biochem. Biophysics 68, 263 [1956]. 
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nahm also um 6,5-10-® Mol/3 mi ab und das Gesamt-C, um 8-10-6 
Mol/3 m/ zu. 1,5-10-* Mol/3 m/ Gesamt-C, sind aus unerfaBter Quelle 
zusitzlich enzymatisch gebildet worden. 


2. Die Wirkung von Sauerstoff 


Die Versuche in Abb. 1 zeigen, daB die Gesamt-Reaktion streng 
aerob verliuft. Unter Stickstoff wird keine fluoreszierende Substanz, 
d. h. weder N!°-Formyl-pteroylglutamat noch Pteridinaldehyd, gebildet. 

Alle diese Versuche fiihrten wir nach dem in der Legende zur Tab. 1 
beschriebenen Versuchsmuster mit L-Histidin als C,-Donator durch und 
setzten die genannten Substanzen nach 90 Min. Vorinkubation unmittel- 
bar vor der Zugabe des Pteroylglutamats den Ansitzen zu. 

Durch Zusatz von Cytochrome wird die Gesamtreaktion gefér- 
dert (Tab. 1), doch sind die Steigerungen im Verhialtnis zu den Mengen 
an Cytochrome nicht groB. Andererseits hemmt CN® diese Reaktion 
deutlich (Tab. 2), mit der héchsten hier angewandten Konzentration 
zu 87%. Natriumazid wirkte in Konzentrationen von 1-10-® bis 10-10-® 
Mol/3 ml schwach aktivierend, aber nicht hemmend. 


Tab. 1. Aktivierung der aeroben N!°-Formylierung des Pteroylglutamats durch 

Cytochrome. Je 3 m/ Ansatz enthalten 1,2 ml Schweineleberhomogenat, 11 -10~® 

Mol Mn”, 0,6-10-& Mol ATP, 24-10-® Mol t-Histidin, Phosphatpuffer py 7,3; 

90 Min. Vorinkubation bei 37° unter O,, dann Zusatz von Cytochrome und 
je 1,2-10~® Moi Pteroylglutamat. 




















Cytochrom c | Min. 30 60 90 120 
— 87 134 167 192 

0,36 mg/3 ml 97 150 208 218 
1,8 mg/3 ml 107 167 218 238 
3,6 mg/3 ml 148 202 238 270 


Tab. 2. Hemmung der aeroben N!9-Formylierung des Pteroylglutamats durch KCN 
Ansatze analog denen in Tab. 1. 














KCN Min. 30 60 90 120 

— 117 165 214 255 
2,5-10-? Mol/3 ml 87 90 93 95 
2,5-10-® Mol/3 ml 25 40 45 50 
5,0: 10-® Mol/3 ml 10 17 25 33 


Fe!!!.Salze sowie o-Chinon vermégen die Rolle des Sauerstoffs als 
Elektronenacceptor im anaeroben Versuchssystem nicht zu iibernehmen. 
Zu diesen Versuchen wurden je 1,2-10-® Mol/3 mi Fe!"-Glycerophos- 
phat, Fe!!!-Citrat, Fe™!-Ammoniumsulfat und Fe!!!-Ammoniumcitrat 
oder o-Chinon verwandt. Im aeroben Versuch steigern diese Fe'!!-Ver- 
bindungen den Vorgang nicht. Auch bei Zugabe von Cytochrome 
+ Fe!!-Salz wird die Reaktion nicht tiber die Aktivierung hinaus ge- 
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steigert, die durch Cytochrome allein erfolgt. Das in Untersuchungen 
itiber den Mechanismus der Atmungskette als Elektronenacceptor viel- 
fach verwendete Fe'!!-Cyanid?! 22 wirkte im aeroben Ansatz sogar hem- 
mend (s. 8. 46). 

Auch andere Wasserstoffacceptoren kénnen den Sauerstoff nicht 
ersetzen. Mit 6-10-§ Mol/3 ml DPN allein oder zusammen mit der 
gleichen Menge ATP wurde in Gegenwart von 24-10-* Mol/3 m/ 
L-Histidin und 1,2-10-* Mol/3 mil Pteroylglutamat keine Reaktion 
beobachtet, wenn Sauerstoff durch Stickstoff ersetzt wurde. Das gleiche 
Ergebnis wurde mit 0,24-10-® bis 2,4: 10-® Mol/3 m/ Triphenyltetra- 
zoliumchlorid, mit oder ohne Zusatz von DPN, im anaeroben Ver- 
such erhalten. Hierbei hatte sich zwar deutlich rotes Formazan ge- 
bildet, aber keine blaufluoreszierende Substanz. 

Die Fe!!-Komplexbildner «.«’-Dipyridyl und o-Phenanthrolin akti- 
vieren die Reaktion (Tab. 3), und zwar das letztere in der Konzen- 
tration von 15-10-¢ Mol/3 m/ auf das 2,6fache. 


Tab. 3. Aktivierung der aeroben N!°-Formylierung des Pteroylglutamats durch 
«.«'-Dipyridyl und o-Phenanthrolin. Versuchsansitze wie in Tab. 1. Nach der Vor- 
inkubation mit L-Histidin wurden die unten verzeichneten Substanzmengen und 
anschlieBend je 1,2-10-® Mol Pteroylglutamat/3 m/ zugegeben und weiter inkubiert. 














«.«'-Dipyridyl | Min. 30 60 90 120 
— 86 111 132 140 

0,5 mg/3 ml 113 164 180 186 
1,0 mg/3 mi 160 189 208 214 
3,0 mg/3 ml 231 256 285 —- 

o-Phenanthrolin 

~- 88 110 126 146 

0,5 mg/3 ml 213 245 283 290 
1,0 mg/3 ml 220 260 324 334 
3,0 mg/3 ml 283 335 370 379 














Der Sauerstoff wird nicht zur Bildung von energiereichem Phosphat 
benotigt. Mehrere Tage tiefgefroren gehaltene Leber ist nach allgemeiner 
Erfahrung nicht mehr zur oxydativen Phosphorylierung von AMP und 
ADP, jedoch nach unseren Beobachtungen zur oxydativen N!°-Formy- 
lierung des Pteroylglutamats befahigt. In unserem Versuchssystem kann 
der Sauerstoff nicht durch 0,6-10-® bis 60-10-* Mol/3 ml ATP ersetzt 
werden. 1,0-10-® Mol/3 ml 2.4-Dinitro-phenol, das die oxydative Phos- 
phorylierung entkoppelt!® **.*4, hemmt zwar die Reaktion im aeroben 
Ansatz um etwa 50%, doch kennt man analoge Hemmwirkungen 


21-T. M. Deolin u. A. L. Lehninger, J. biol. Chemistry 219, 507 [1956]. 
2 B. C. Pressman, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 17, 273 [1955]. 
23H. A. Lardy u. C. A. Elvehjem, Annu. Rev. Biochem. 14, 1 [1945]. 
24 W. D. McElroy, Quart. Rev. Biol. 22, 25 [1947]. 
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auch bei anderen, nicht an der oxydativen Phosphorylierung beteiligten 
Enzymen. 

Das gleichfalls die Bildung von energiereichem Phosphat hemmende 
Pentachlorphenol*® aktiviert die aerobe N!°-Formylierung des Pteroyl- 
glutamats sogar in Mengen bis 8-10-* Mol/3 ml, wahrend 12-10-® 
Mol/3 mi wieder einen ahnlichen Effekt wie 4-10-* Mol/3 m/ er- 
geben. Die typischen Verlaufskurven solcher Aktivierungen zeigt 
Abb. 2. In den ersten 30 Min. beobachtet man stets einen steilen Reak- 
tionsanstieg und erst von dann ab an der verschie- 
denen Kurvenneigung den Aktivierungs- oder in 
anderen Fallen den Hemmeffekt (vgl. spitere Abb.). 

0,12-10-8 bis 12-10-® Mol/3 m/ NaF waren ohne 
Wirkung auf die aerobe Reaktion. 12-10-® Mol/3 ml 
a-Ketoglutarat, Citrat oder Succinat hemmten 
schwach. 





160 3 








% Standardfluoreszenz —= 
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3.Die Bildung von p-Aminobenzoyl-glutamat 
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Als Gegenstiick zum 2-Amino-4-hydroxy-pteri- 
din-aldehyd-(6) entsteht in der oxydativen Teil- 
reaktion des Gesamtvorgangs p-Aminobenzoyl-gluta- 
mat, nachweisbar durch die im Versuch zuneh- 
menden diazotierbaren Arylamingruppen. 40 














Abb. 2. Wirkung von Pentachlorphenol auf die aerobe N!°- 

Formylierung des Pteroylglutamats. Ansatze wie in Tab. 1, : 

zusatzlich: 1: —, 2: 4-10~® Mol/3 ml, 3: 8-10~® Mol/3 mil, 60 120 
4: 12-10-® Mol/3 ml Pentachlorphenol. Mi 





Tab. 4. Anderung der diazotierbaren Aminogruppen (p-Aminobenzoyl-glutamat) 
im Versuch der Abb. 1, Kurven 1 bis 4. Tabellenwerte x 10-7? Mol/3 ml p-Amino- 
benzoyl-glutamat. 























Min. 0 30 60 90 120 
Ansatz 1 1,00 1,58 1,66 1,73 1,88 
Ansatz 2 0,98 1,42 1,38 1,34 1,34 
Ansatz 3 0,37 0,37 0,37 0,37 0,37 
Ansatz 4 0,98 1,42 1,36 1,34 1,20 


Tab. 4 gibt die im Versuch der Abb. 1, Kurven 1 bis 4, bestimmten 
Arylamingruppen wieder, die als p-Aminobenzoyl-glutamat berechnet 
sind. Im Ansatz 1 entstanden wahrend 120 Min. 0,88-10-7 Mol/3 ml 
p-Aminobenzoylglutamat, im Ansatz 2 (ohne Serin) 0,36-10-7 Mol/3 ml 
und im Ansatz 4 (alle Komponenten, jedoch ohne Sauerstoff) 0,22- 
10-7 Mol/3 ml. Bei Abwesenheit von Pteroylglutamat blieb der ,,Leer- 








*5 E. C. Weinbach, J. biol. Chemistry 210, 545 [1954]. 
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wert‘‘ unverandert. Ahnliche Ergebnisse erhielten wir mit L-Histidin 
als mittelbarem C,-Donator. 

Der gebildeten Menge von 0,88-10-? Mol/3 ml p-Aminobenzoyl- 
glutamat entsprechen 0,88-10-7 Mol/3 m/ Pteridinaldehyd. Da nach 
friiheren Beobachtungen das molare Verhiltnis von Pteridinaldehyd 
zu N}°.Formyl-pteroylglutamat nahezu 1:1 ist, diirfte in diesem Ver- 
such ebensoviel N?°-Formyl-pteroylglutamat entstanden sein. Insgesamt 
sind also 1,76-10-? Moi/3 ml Pteroylglutamat in der Gesamtreaktion 
verbraucht worden, das sind 14,6°%, der vorgelegten Menge. 


4. Die Wirkung von DPN und TPN 


Im anaeroben Versuch kann DPN, wie schon erwahnt, den Sauer- 
stoff als Elektronenacceptor nicht ersetzen. Tab. 5 zeigt nun, daB DPN 
und TPN im aeroben Versuch eher hemmend als férdernd wirken. Das 
gleiche gilt nach Tab. 6 auch fiir DPNH und TPNH. Oxydiertes und 
reduziertes DPN hemmten stiirker als oxydiertes und reduziertes TPN. 


Tab. 5. Wirkung von DPN und TPN im aeroben Versuch. Ansiatze wie in Tab. 1, 
mit zwei verschiedenen Leberhomogenaten 1 und 2. MefBwerte nach 60 Min. 
Inkubation. 





9 
Mol/3 ml 1-10-77 1-10-¢ 











Ohne 147 170 
DPN 134,5 118 
TPN 144 147 


Tab. 6. Wirkung von DPNH und TPNH im aeroben Versuch. Je 1,0-10~® Mol/3 ml. 




















Min. 30 60 90 120 
Ohne 61,7 105,2 118,3 148,3 
DPNH 28,3 44,8 81,3 88,3 
TPNH 31,2 51,3 84,8 111,3 


Eine deutliche Hemmung beobachteten wir auch, wenn wir TPNH 
durch die Wirkung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase in Gegen- 
wart von Glucose-6-phosphat + TPN enzymatisch entstehen lieBen. 
Diese Hemmung setzt sich nicht additiv aus der Einzelwirkung von Glu- 
cose-6-phosphat und von TPN zusammen. 


5. Die Wirkung von SH-Gruppen und SH-Reagenzien 


Tab. 7 zeigt, daB L-Cystein und Glutathion die aerobe Reaktion 
etwa gleich stark hemmen. 

Die Wirkung von p-Chlormercuribenzoat auf die aerobe Reaktion 
ist bemerkenswert (Abb. 3). In den ersten 30 Min. férdern 0,5-10-° 
bis 3,0-10-* Mol/3 mi die Reaktion deutlich, wahrend 6,0-10-* bis 
9,0-10-* Mol/3 m/ hemmen. Zwischen 30 und 120 Min. verlaufen die 
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din Tab. 7. Wirkung von t-Cystein und Glutathion im aeroben Versuch. Ansitze wie 
in Tab. 1. Konzentrationsangaben in Mol/3 ml. 
yl- Min. 30 60 90 120 
ach 
yd Ohne 175 210 235 245 
er- L-Cystein, 1,2-10-§ 105 135 165 185 
ant L-Cystein, 6+10-® 85 103 120 137 
Sieh Ohne 155 190 215 240 
Glutathion, 1,2- 10-6 108 133 155 165 
Glutathion, 6-10-68 90 100 110 115 
Reaktionen mit zunehmender Konzen- la 
er- | tration an p-Chlormercuribenzoat zu- { 
PN nehmend langsamer, so daB am Ver- x Za 
has suchsende die Umsitze in den Ver- 3 aid 
nd suchen ohne SH-Reagenz etwas héher § *? 
N. sind als selbst in den durch die nied- %& 33 
rigen Reagenzkonzentrationen anfing- = {7 4 
pigs lich aktivierten Ansatzen. Po a ‘ j A 
lin. Die Hemmwirkung von Cystein ~ 120 Y la 
wird durch die halbe oder gleiche mo- ta 
lare Menge von p-Chlormercuribenzoat 1 
nicht aufgehoben (Tab. 8), sondern 
eher noch geringfiigig verstirkt. Das 80 
SH-Reagenz hat also zu den SH-Grup- 
pen der Enzymproteine eine starkere 
; Affinitét als zum Cystein. 
me. ne 
Abb. 3. Wirkung von p-Chlormercuribenzoat 40 
auf die aerobe N1°-Formylierung des Pteroyl- 
glutamats. Ansatze wie in Tab. 1, zusatzlich: 
1: —, 2: 0,5-10-® Mol/3 mi, 3: 1,0-10-° 
Mol/3. ml, 4: 2,0-10-® Mol/3 ml, la: —, 
2a: 3,0-10-* Mol/3 mi, 3a: 6,0- 10-* Mol/ > 1—— 1 — 
3 ml und 4a: 9,0-10-® Mol/3 ml p-Chlor- sd 60 120 
: Mn 
H mercuribenzoat. 
n- 
- Tab. 8. Wirkung von L-Cystein + p-Chlormercuribenzoat im aeroben Versuch. 
“a i Ansatze wie in Tab. 1. 
Min. 30 60 90 120 
4 Ohne 35,5 54,5 63 75 
on ——S—s«éd2‘ 2 10-® Mool/3 mal -Cystein-H(Cl 25 29,5 29, 29,5 
12-10-® Mol/3 mi L-Cystein-HCl + 
6-10-® Mol/3 ml p-Chlormercuri- 
on. benzoat 21 25 25 25 
rig 12-10-® Mol/3 ml 1-Cystein-HCl + 
is i 12-10-® Mol/3 ml p-Chlormercuri- 
ie benzoat 17 21 21 21 
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Auch die Hemmwirkung von Jodacetat, die Tab. 9 zeigt, ist inter- 
essant. Die Grenzkonzentration der Hemmung liegt zwischen 1,0-10-® 
und 1,0-10-5 Mol/3 ml. Selbst durch 1,0-10-5 bis 1,0-10-4 Mol/3 ml 
wird die Initialphase nicht beeinfluBt. Die Hemmwirkung wird erst 
in der Folgephase sichtbar. 


Tab. 9. Wirkung von Jodacetat im aeroben Versuch. Ansatze wie in Tab. 1. 
Konzentrationsangaben in Mol/3 ml. 























Min 30 | 60 | 90 120 
se 46 62 76 85 
1,0-10- 46 61 82 84 
1,0-10-5 46 42 42 43 
1,0-10-4 45 4] 40 36 



















Fe!!l.Cyanid (1,2-10-* Mol/3 m/) hemmt die Reaktion um 40%, 
vermutlich durch die Oxydation von SH-Gruppen. Im allgemeinen 
kénnen die durch Oxydation der SH-Gruppen gehemmten Enzyme 
durch Reduktionsmittel wieder aktiviert werden. L-Ascorbat und Cyanid, 
die meist zur Reversion der Fe!!!-Cyanidhemmung angewandt werden, 
hemmen jedoch selbst. 

Natriumsulfid hat in Konzentrationen von 1,2-10-® bis 1,2-10-5 
Mol/3 ml keine Wirkung. 


6. Die Wirkung von Aldehydreagenzien 


Tab. 10 zeigt, daB die aerobe Reaktion sowohl mit Serin als auch 
mit Histidin als C,-Donatoren durch Hydrazin und Dimedon gehemmt 
wird. 

In der Versuchsserie der Abb. 4 wurde die Wirkung von Hydrazin 
auf die bereits in Gang befindliche aerobe Reaktion gepriift und gleich- 
zeitig die Abnahme von L-Histidin sowie die Zunahme des mit der 


Tab. 10. Wirkung von Bydrazin und Dimedon im aeroben Versuch. Ansatze wie 

in Tab. 1, jedoch mit den unten verzeichneten Mengen an Hydrazin oder Dimedon 

bzw. C,-Donatoren. In der Reihe mit L-Histidin wurde nicht vorinkubiert. Werte 
nach 120 Min. Inkubation bei 37°. 





L-Histidin 
2,4- 10-5 Mol/3 ml 


DL-Serin 
2,4-10-4 Mol/3 m/ 








Ohne Zusatz 295 280 
Hydrazin 0,4 -10~4 153 108 
1,2 -10-4 110 70 

3,6 -10-4 85 55 


Ohne Zusatz 260 190 
Dimedon 0,12- 10-4 155 170 
0,2 -10-4 147 140 

0,4 -10-4 130 — 


1,2 -10-4 
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75 
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Perjodat-Chromotropsiure-Reaktion erfaBbaren C, verfolgt. Die zeit- 
liche Anderung von Histidin und C, in Versuch I wurde bereits be- 
sprochen. Im Versuch II setzte man nach 30 Min. 40-10-* Mol/3 ml 
Hydrazin-HCl zu. Die Fluoreszenz nahm um mehr als 50% ab. Ab- 
nahme von Histidin und Zunahme von C, gingen unbeeinfluBt weiter. 
Im Versuch III wurden 120-10-* Mol/3 ml Hydazin-HCl zugesetzt. 
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Abb. 4. Wirkung von Hydrazin auf bereits in Gang befindliche aerobe N}°-For- 

mylierung des Pteroylglutamats. Ansatze wie in Tab. 1. Nach 30 Min. Inkubation 

wurden zu Ansatz I] 40-10-® Mol/3 mi und zu Ansatz III 120-10~® Mol/3 ml Hydra- 

zin-hydrochlorid zugesetzt. Prozentwerte der Standardfluoreszenz ®©—-®, L-Histi- 
din 0——@, perjodat-oxydierbares C, O——O; s. Versuchsteil. 


Jetzt verschwand die gesamte Blaufluoreszenz. Diese Hydrazinkonzen- 
tration stérte die Bestimmung des Histidins so, da wir nicht wissen, 
ob es wie in den Versuchen I und II weiter abgebaut wurde. Die an- 
faingliche C,-Zunahme ist durch diese Hydrazinkonzentration gestoppt 
worden. 


7. Die Wirkung von Purinen 


Von allen untersuchten Substanzen hat Harnséure den stirksten, 
wenn auch nur kurzfristigen, Hemmeffekt auf die aerobe Reaktion. Dies 
zeigt ganz deutlich der ,,Kurzzeitversuch“ in Abb. 5. Mit 12-10-¢ 
Mol/3 ml kommt die Reaktion tiberhaupt erst nach 30 Min. in Gang. 
Im ,,Langzeitversuch“ ist die Hemmung mit allen drei Harnsdéurekon- 
zentrationen in den ersten 30 Min. gut zu sehen, danach verlaufen die 
Reaktionen mit annahernd gleicher Geschwindigkeit. 
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Hypoxanthin, Xanthin, 
Adenin und Guanin haben in 
den Konzentrationen, in de- 
nen die Harnsaure ihre Hemm- 
wirkung ausiibt, keinen Ein- 
fluB auf die aerobe Reaktion. 
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Abb. 5. Wirkung von Harnsaure auf die aerobe N'!°-Formylierung des Pteroyl- 

glutamats. Ansaitze wie in Tab. 1, ferner: Ansatz 1: —, Ansatz 2: 3,6-10-® Mol 

Na-Urat, 3:7,2-10-® Mol Na-Urat, 4: 12-10-® Mol Na-Urat. Probeentnahme 

in der a-Serie in Abstanden von 10 Min., in der b-Serie in Abstaénden von 30 Min. 
Gasraum: Sauerstoff, Temp. 37°. 


Abb. 6. Wirkung von Aminopterin und Amethopterin auf die aerobe N1°-Formy- 
lierung des Pteroylglutamats. Je 3 ml Ansatz enthalten: 1,2 ml Schweineleber- 
homogenat, 11-10-* Mol Mn®, 0,6-10-$ Mol ATP, 24-10-® Mol t-Histidin, 
Phosphatpuffer pu 7,3, ferner: Ansatz 1: 12-10-* Mol Pteroylglutamat, An- 
satz 2: 12-10-§ Mol Pteroylglutamat + 0,12-10-* Mol Aminopterin, Ansatz 3: 
12-10-® Mol Pteroylglutamat -+ 0,12-10-* Mol Amethopterin (alle Zusitze zur 
Zeit Null), Ansatz 4: 12-10-* Mol Pteroylglutamat nach 120 Min. Vorinku- 
bation, Ansatz 5: 1,2-10-8 Mol Amethopterin zur Zeit Null und 12-10-® Mol 
Pteroylglutamat nach 120 Min. Vorinkubation, Ansatz 6: 1,2-10~* Mol Aminopte- 
rin zur Zeit Null und 12-10-® Mol Pteroylglutamat nach 120 Min. Vorinkubation. 
Gasraum: Sauerstoff, Temp. 37°. 
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8. Die Wirkung von Folsaure-Antagonisten 


Die Wirkung von Aminopterin und Amethopterin auf die aerobe 
Reaktion geht aus den beiden Kurvenscharen in Abb. 6 hervor. In den 
Versuchen der Kurven | bis 3 wurden Pteroylglutamat und Antagonisten 
bei Versuchsbeginn gemeinsam zugesetzt und in den Versuchen 4 bis 6 
die Antagonisten zusammen mit dem L-Histidin zuerst 120 Min. vor- 
inkubiert und danach Pteroylglutamat hinzugefiigt. Das molare Ver- 
haltnis von Antagonisten zu Pteroylglutamat betrug in der ersten Ver- 
suchsserie 1:100, in der zweiten 1:1000. 

In der ersten Serie hemmten die Antagonisten die aerobe Reaktion 
nach 30 Min. um etwa 28%. Amethopterin hatte nach 180 Min. um 
30% und Aminopterin um 11°% gehemmt, wobei der Kurvenverlauf 
des Ansatzes 2 von 30 bis 60 Min. einer ,,SSchockwirkung“ gleicht, von 
der sich das Enzymsystem nach 60 Min. wieder erholt. In der zweiten 
Versuchsserie kann man in den ersten 60 Min. kaum von einer Hemm- 
wirkung sprechen. Danach flachen sich die Kurven ab. Nach 180 Min. 
hatte Amethopterin um 7° und Aminopterin um 31°, gehemmt. Mit 
kleineren Inhibitorkonzentrationen wurden diese geringen Stéreffekte 
nicht mehr beobachtet. 
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Abb. 7. Vergleich zwischen der aeroben N}°-Formylierung des Pteroylglutamats 
und der aeroben Synthese von Citrovorum-Faktor (a). Je 3 m/ Ansatz enthalten: 
1,2 ml Schweineleberhomogenat, 11-10-* Mol Mn*®, 0,6-10-® Mol ATP, Phos- 
phatpuffer py 7,3, ferner: Ansatz 1: 24-10-® Mol t-Histidin zur Zeit Null, 
1,2-10-® Mol Pteroylglutamat nach 90 Min. Vorinkubation, Ansatz 2: 24-10~® 
Mol t-Histidin, kein Pteroylglutamat, Ansatz 3: kein L-Histidin, nach 90 Min. 
Vorinkubation 1,2 x 10-® Mol Pteroylglutamat. Gasraum: Sauerstoff, Temp. 37°. 
Zu den angegebenen Zeiten wurden den Gesamtansatzen je 4 ml zur Bestimmung 
der Fluoreszenz sowie 2 ml zur mikrobiologischen Bestimmung des Citrovorum- 
Faktors entnommen. 
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9. Aerobe Reaktion und Citrovorum-Faktor-Synthese 


Im Versuch der Abb. 7 wurde die aerobe Bildung von N!°-Formy]l- 
pteroylglutamat + Pteridinaldehyd und Citrovorum-Faktor mit ein- 
ander verglichen. Nach der Vorinkubation bildeten sich nur in Ansatz 1 
nach Zugabe von Pteroylglutamat die blaufluoreszierenden Reaktions- 
produkte. In Ansatz 2 fehlte das Pteroylglutamat und in Ansatz 3 der 
C,-Donator. Unter Verwendung des in der Vorperiode aus dem Histidin 
entstehenden iibertragbaren C, und von lebereigenem Pteroylglutamat 
entsteht in den ersten 60 Min. ansteigend und dann wieder abfallend 
Citrovorum-Faktor (Kurven la und 2a). Der leichte Anstieg von 
Kurve 3a in den ersten 60 Min. zeigt auch geringfiigige Citrovorum- 
Faktor-Synthese aus lebereigenem C,-Donator + Pteroylglutamat. Nach 
Zusatz von Pteroylglutamat zu Ansatz | steigt der Citrovorum-Faktor bis 
150 Min. Versuchsdauer erneut an und fallt dann wieder ab. In Ansatz 2 
sinkt er schon ab 90 Min. stetig, und in Ansatz 3 wird trotz Pteroyl- 
glutamat-Zusatz kein Citrovorum-Faktor mehr gebildet, weil alles tiber- 
tragbare C, verbraucht ist. 


Diskussion 


Ausgangsstoffe der hier untersuchten Reaktion sind: Serin als 
CH,OH-Donator oder Histidin —~- Urocanat —-- ~-L-Formamidino-glu- 
tarat als CHNH-*bzw. CHO-Donator. Als stabile Endprodukte wurden 
gefunden: N?!°-Formyl-pteroylglutamat und 2-Amino-4-hydroxy-pteri- 
din-aldehyd-(6), nach 120 Min. Inkubationszeit im molaren Verhaltnis 
1:11. Die Reaktion wird durch Enzymsysteme aus Schweineleber kata- 
lysiert und benotigt Mn?° und Sauerstoff. 

Das mit einer Diazoreaktion bestimmte Histidin nimmt im Verlauf 
der Gesamtreaktion stetig ab und das mit der Perjodat-Chromotropsiure- 
Reaktion faBbare organisch gebundene C, stetig zu, doch entsteht immer 
etwas mehr C, als Histidin verschwindet. Der Reaktionskomplex 
Histidin —- ,,perjodat-oxydierbares C,‘‘, das wohl zum gr6Bten Teil 
auch ,,iibertragbares C,‘‘ ist, ist also ein C,-Pool fiir die oxydative 
N’°-Formylierung des Pteroylglutamats. 

Verwendet man Serin als C,-Donator, so findet man mit der Perjodat- 
Chromotropsaure-Reaktion an Stelle der erwarteten Abnahme eine ge- 
ringe Zunahme des organisch gebundenen C,. Wiirde Serin aus Proteinen 
des Homogenats hydrolytisch freigesetzt, so verliefe die Gesamtreaktion 
auch ohne Serin optimal. Das ist jedoch nicht der Fall (s. Abb. 1). 
Die analytisch bestimmte C,-Zunahme ist demnach die Resultante 
zweier nebeneinander ablaufender Reaktionen: a) Serin —~+ Glycin 
+ [—CH,OH], b) Bildung von nichtiibertragbarem, aber analytisch 
erfaBbarem C,. DaB Serin das f-C zur Formylierungsreaktion liefert, 
ergibt sich mittelbar aus der Bildung des N!°-Formyl-pteroylglutamats. 

N?!°.Formyl-pteroylglutamat und Pteridinaldehyd entstehen aus je 
einer Molekel Pteroylglutamat. In der C,-Ubertragungs-Teilreak- 
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tion wird aus dem C,-Pool eine C,-Einheit auf eine Molekel Pteroyl- 
glutamat tibertragen und in der oxydativen Teilreaktion eine 
zweite Molekel zwischen C® und N?!° gespalten, wobei Pteridinaldehyd 
und p-Aminobenzoyl-glutamat gebildet werden. Da nach unseren Be- 
obachtungen bei Abwesenheit von Sauerstoff weder N!°-Formyl-pteroyl- 
glutamat noch Pteridinaldehyd entstehen, miissen die beiden Teil- 
reaktionen gekoppelt verlaufen. Alles spricht dafiir, daB diese stabilen 
Reaktions-Endprodukte bei der Aufarbeitung der Versuchsansitze 
hydrolytisch nichtenzymatisch aus der gleichen labilen Vorstufe ent- 
stehen. Diese wurde als ein Mn?°-Komplex formuliert, in dem eine 
Molekel 5.6-Dihydro- bzw. 5.6.7.8-Tetrahydro-pteroylglutamat (a) mit 
einer Molekel Pteroylglutamat (b) durch eine intermolekulare Methi- 
nylbriicke zwischen N5 (a) und N?° (b) miteinander verbunden sind®. 


Ein Analogon zu dieser postulierten Vorstufe der stabilen Reaktions- 
produkte ist das 1951 synthetisierte Anhydroleucovorin® mit einer 
intramolekularen Methinylbriicke zwischen N® und N!° derselben 
Molekel Tetrahydro-pteroylglutamat. Anhydroleucovorin geht durch 
verd. Alkali quantitativ in N}°-Formyl-tetrahydro-pteroylglutamat 
iiber?? und entsteht umgekehrt durch verd. Saure aus der letztgenannten 
Verbindung schnell, dagegen aus der entsprechenden N®-Verbindung nur 
langsam?*27, Biochemisch erfolgt die Umwandlung von Anhydroleuco- 
vorin in die N1!°-Formylverbindung durch eine Cyclohydrolase**. Es 
bleibt noch zu klaren, ob dieses Enzym in vivo die C,-Wanderung von 
N® nach N?° intramolekular oder, nach unserer Konzeption, zwischen 
N® (a) und N?° (b) intermolekular katalysiert. 

Uber die Reaktionen zwischen Ausgangs- und Endprodukten der 
aeroben N1°-Formylierung des Pteroylglutamats lassen die Versuchs- 
ergebnisse folgende Aussagen zu: 

Die N*-Position des hydrierten Pteroylglutamats scheint die An- 
nahmestelle fiir C, zu sein. Hierfiir spricht, daB anaerob sowohl Dihydro- 
als auch Tetrahydro-pteroylglutamat mit Formaldehyd spontan zur 
N*-Hydroxymethylverbindung reagieren?®-**, ferner, daB bei der 
enzymatischen Reaktion mit Serin primar eine Zwischenverbindung des 
durch Pyridoxalphosphat aktivierten Serins an N® des Tetrahydro- 
pteroylglutamats angenommen werden muf*!, an der sekundir die 

»»Serin- hydroxymethylase‘*? bzw. ,,Serinaldolase“? *4 zwischen «-C und 





26 M. May, T. J. Bardos, F. L. Barger, M. Lansford, J. M. Ravel, 
G. L. Sutherland u. W. Shive, J. Amer. chem. Soc. 73, 3067 11951}. 

2? J.C. Rabinowitz u. W. E. Pricer, J. Amer. ckem. Soc. 78, 4176 [1956]. 

28 J. C. Rabinowitz u. W. E. Pricer, J. Amer. chem. Soc. 78, 5702 [1956]. 

29 R. L. Blakley, Biochem. J. 58, 448 [1954]. 

30 R. L. Blakley, Biochem. J. 65, 331 [1957]. 

31 L. Jaenicke, Federation Proc. 15, 281 [1956]. 

32 R. L. Kisliuk u. W. Sakami, J. Amer. chem. Soc. 76, 1456 [1954]. 

33 F. M. Huennekens, Y. Hatefi u. L. D. Kay, J. biol. Chemistry 224, 
435 [1957]. 

34 N. Alexander u. D. M. Greenberg, J. biol. Chemistry 220, 775 [1956]. 
4* 
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f-C spaltend angreift. Reaktionsprodukte dieses Schrittes sind Glycin 
(als Schiffsche Base mit Pyridoxalphosphat) und wieder die erwahnte 
N*®-Hydroxymethyl-Verbindung. 

Im anaeroben Versuchssystem diirfte geniigend hydriertes Pte- 
roylglutamat als primarer C,-Acceptor vorhanden sein bzw. gebildet 
werden kénnen, wobei L-Ascorbat*-*? oder L-Homocystein**-*° fér- 
dernd wirken. Dagegen war es fraglich, ob solches auch im aeroben 
System in katalytisch ausreichender Menge vorhanden ist. Bekanntlich 
sind die hydrierten Pteroylglutamate sauerstoffempfindlich und werden 
selbst bei sehr niedrigen O,-Partialdrucken spontan oxydativ zwischen 
C® und N?!° gespalten®®, Nehmen wir auch fiir unsere Reaktion primar 
eine C,-Bindung an N® eines hydrierten Pteroylglutamats an, dann 
diirfte solches im Homogenat in gegen O, stabilisierter Form vorhanden 
sein, daran erkennbar, daB in allen Versuchen die Initialphase (Reaktion 
in den ersten 30 Min.) mit gréBter Geschwindigkeit verlauft. Dies wird 
auch in Gegenwart von Folsaéureantagonisten beobachtet, die erst in 
der Folgephase zur Wirkung kommen, indem sie dann mit Pteroyl- 
glutamat um das hydrierende Enzymsystem konkurrieren*! (s. Abb. 6). 
DaB auch wahrend der aeroben Reaktion hydriertes Pteroylglutamat 
nachgebildet wird, ergibt sich aus der zwar geringen, aber deutlichen 
Zunahme an Citrovorum-Faktor in den ersten 60 Min. bei Anwesenheit 
von C,-Donator aus endogenem Pteroylglutamat, der darauffolgenden 
Abnahme und dem neuerlichen Anstieg auf exogenes Pteroylglutamat 
(s. Abb. 7). In diesem Versuch waren maximal 4-10~-* Mol/3 ml Citro- 
vorum-Faktor intermediar vorhanden, d. h. es lag ein molares Verhaltnis 
von Pteroylglutamat zu Citrovorum-Faktor von 30:1 vor. 

Es ist unwahrscheinlich, daB die Hydrierung des Pteroylglutamats 
durch ein DPNH- oder ein TPNH-System erfolgt, da sowohl die oxy- 
dierten als auch die reduzierten Pyridin-Nucleotide die Gesamtreaktion 
eher hemmen als férdern (s. Tab. 5, 6 u. 7). Mit Enzymextrakten aus 
Clostridium sticklandii wurde die Hydrierung des Pteroylglutamats bis 
zur Dihydrostufe durch direkte Reaktionskopplung mit 


CoA + Pyruvat —> Acetyl-CoA + 2[H] + CO, 


beobachtet4?, und es bleibt abzuwarten, ob diese interessante Reaktion 
auch fiir héhere Saugetiere gilt. 


% H. P. Broquist, A. R. Kohler, D. J. Hutchison u. J. H. Burchenal, 
J. biol. Chemistry 202, 59 [1953]. 

36 ©, A. Nichol, J. biol. Chemistry 204, 469 [1953]. 

37 ©, A. Nichol u. A. D. Waelsch, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 72, 52 [1950]. 

38 V. M. Doctor, J. biol. Chemistry 222, 959 [1956]. 

39 V. M. Doctor, J. R. Couch u. J. B. Trunnell, Proc. Soc. exp. Biol. 
Med. 87, 228 [1954]. 

40 _V. M. Doctor, J. F. Elam, P. Sparks, C. M. Lyman u. J. R. Couch, 
Arch. Biochem. Biophysics 48, 249 [1954]. 
41 §. Futterman u. M. Silverman, J. biol. Chemistry 224, 31 [1957]. 
42 B. Wright u. M. L. Anderson, J. Amer. chem. Soc. 79, 2027 [1957]. 
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Erstes Reaktionsprodukt eines hydrierten Pteroylglutamats wire 
mit Serin als C,-Donator die N®-Hydroxymethylverbindung und mit 
Histidin —+ Urocanat —> «-L-Formamidino-glutarat die N°-Formimino-, 
dann die N5-Formylverbindung. Die Hydroxymethylverbindung diirfte 
durch die TPN-benétigende Hydroxymethyl-tetrahydropteroyl-gluta- 
mat- Dehydrogenase #3-*5 zur Formylverbindung dehydriert werden. Nun 
reagiert die N®-Formylverbindung, deren synthetisches Analogon Leuco- 
vorin ist**, mit Pteroylglutamat zur oben erwahnten Doppelmolekel 
mit der Methinylbriicke zwischen N® (a) und N?° (b). Dies ist auf Grund 
unserer Beobachtungen sowie bis jetzt in der Literatur niedergelegter 
Befunde iiber den C,-Ubertragungs-Teilvorgang auszusagen. 

Uber den oxydativen Teilvorgang liegen weitere Beobachtungen 
vor, die zusammen mit unserer Konzeption vom Gesamtvorgang fol- 
gendes Bild ergeben. Die Oxydation setzt an dem Molekelteil (a) der 
postulierten Doppelmolekel, und zwar an der Einfachbindung C®—N?!° 
an. Diese wird zu einer Doppelbindung, und die Bildung des Anils ver- 
anlaBt die Methinylbriicke, ihre Doppelbindung zum N5 (a) hin zu ver- 
legen. So haben wir jetzt an der ehemaligen hydrierten Pteroylglutamat- 
Molekel zwei labile Doppelbindungen. Durch L-Ascorbat wird, wie be- 
schrieben!, die eine labile Doppelbindung C®—N!°, wieder hydriert, und 
die andere, die der Methinylbriicke, legt sich nach N?° (b) zuriick. Durch 
L-Ascorbat wird also die aerobe Reaktion reversibel. 

Der Sauerstoff wird zur direkten Oxydation bendtigt. Da Fe!!!- 
Verbindungen nicht als Elektronenacceptoren wirken, der Gesamtvor- 
gang zwar durch Cyanid gehemmt und durch relativ groBe Mengen 
Cytochrom ¢ schwach gefordert, jedoch durch Fe''-Komplexbildner deut- 
lich aktiviert und nicht gehemmt wird, laufen die Elektronen nicht iiber 
den Cytochrom-Cytochromoxydase-Weg. Auch der Weg iiber das DPNH- 
bzw. TPNH-Cytochrom c-Oxydasesystem ist auszuschlieBen. 

Anhaltspunkte iiber das die Bindung C°—N?°-oxydierende Enzym- 
system geben folgende Beobachtungen: «.x«’-Dipyridyl und o-Phenan- 
throlin aktivieren, Cyanid hemmt, Pentachlorphenyl aktiviert in der 
Initialphase und hemmt in der Folgephase, SH-Verbindungen hemmen, 
p-Chlormercuribenzoat aktiviert in niederen und hemmt in hoheren Kon- 
zentrationen in der Initialphase und hemmt weiterhin in allen Konzen- 
trationen in der Folgephase (s. Abb. 3), Fe'!!-Cyanid hemmt. Alle 
diese Eigenschaften treffen auf die Uricase zu. Von Purinen hat nur 
Harnsiure einen ganz eindeutigen Verdraingungseffekt auf den Gesamt- 
vorgang (s. Abb. 5), wahrend Hypoxanthin, Xanthin, Adenin und 
Guanin ohne jede Wirkung sind. Im aeroben Test vermag handelsiibliche 
gereinigte Uricase Pteroylglutamat jedoch nicht zu oxydieren. 

43 GR. Greenberg, L. Jaenicke u M. Silverman, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 17, 589 [1955]. 

44 Y,. Hatefi, M.J.Osborn, L. D. Kay u. F.M. Huennekens, J. biol. 
Chemistry 227, 637 [1957]. 

45 L. Jaenicke, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 17, 588 [1955]. 

46 A, D. Welch u. C. A. Nichol, Annu. Rev. Biochem. 21, 633 [1952]. 
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Zusammenfassung 


1. Die aerobe N!°-Formylierung des Pteroylglutamats ist ein kom- 
plexer Vorgang, bei dem eine C,-Ubertragungs-Teilreaktion und 
eine oxydative Teilreaktion unterschieden werden kénnen. Da als 
stabile Reaktionsprodukte N1°-Formyl-pteroylglutamat und 2-Amino- 
4-hydroxy-pteridin-aldehyd-(6) (neben p-Amino-benzoylglutamat) im 
molaren Verhaltnis 1:1 nachzuweisen sind, ist intermediar eine labile 
Zwischenverbindung anzunehmen, in der eine Molekel Dihydro- bzw. 
Tetrahydro-pteroylglutamat und eine Molekel Pteroylglutamat durch 
eine intermolekulare Methinylbriicke miteinander verbunden sind. 

2. DL-Serin und L-Histidin > Urocanat > «-L-Formamidino-glutarat 
wurden als C,-Donatoren fiir diesen Vorgang naher untersucht. 

3. Wiahrend dieser Reaktion entsteht auch bei Anwesenheit von 
Sauerstoff geniigend hydriertes Pteroylglutamat, um als primiarer 
C,-Acceptor wirken zu kénnen. 

4. An dieser Hydrierungs-,,Zubringer-Reaktion™ sind DPN 
DPNH- bzw. TPN > TPNH-Systeme nicht beteiligt. 

5. Alle Beobachtungen mit Aktivatoren und Inhibitoren sprechen 
dafiir, daB an der oxydativen Teilreaktion ein Enzymsystem beteiligt 
ist, das ahnliche Eigenschaften wie die Uricase besitzt, jedoch mit ihr 
nicht identisch ist. 


Summary 


1. The aerobic N!°-formylation of pteroylglutamate is a complex 
process, in which a C,-transfer reaction and an oxydation reaction can 
be distinguished. 

N?°-formyl-pteroylglutamate and 2-amino-4-hydroxy-pteridine-al- 
dehyde-(6) (besides p-amino-benzoylglutamate) are shown to occur in 
a molar ratio of 1:1, so a labile intermediate is to be assumed, in which 
1 molecule of di- or tetrahydro-pteroylglutamate and 1 molecule of 
pteroylglutamate are linked by an intermolecular methinylbridge. 

2. DL-serine and L-histidine > urocanate - «-L-formamidinoglut- 
arate were examined as C,-donors in this process. 

3. During this reaction, even in the presence of oxygen, sufficient 
hydrogenated pteroylglutamate is formed to be able to act as primary 
C,-acceptor. 

4. In this hydrogenation carrier reaction, neither DPN + DPNH 
nor TPN + TPNH are involved. 

5. All observations with activators and inhibitors indicate the 
participation of an enzyme system at the oxidative step, which is 
similar but not identical with uricase. 
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Der Stoffwechsel geschadigter Gewebe, VII! 


Glucose-, Hexosemonophosphatspiegel 
und Extrazellularraum 
im Muskel normaler und alloxandiabetischer Mause 
nach Glucosebelastung 
Von 
Horst Frunder, Giinter Richter und Hans Bérnig 


_ Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Greifswald 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Miirz 1958) 
Herrn Professor Felix zum 70. Geburtstag 


In der vorangehenden Mitteilung! wurde itiber Anderungen des Glu- 
cosespiegels in der Leber alloxandiabetischer Tiere nach Glucosebelastung 
berichtet. Zur weiteren Aufklarung der dort gefundenen Veranderungen 
wurden jetzt die Glucose- und Hexosemonophosphat-Konzentrationen 
in der Muskulatur normaler und alloxandiabetischer Tiere vor und nach 
einer subcutanen Glucosebelastung bestimmt. Zur Beurteilung der Be- 
funde war es weiterhin notwendig, auch die extrazellularen Verteilungs- 
raume (EVR) fiir Raffinose und Inulin festzulegen. 


Methodik 


Versuchstiere waren weiBe Mause von 14—18 g Gewicht. Zur Erzeugung eines 
Alloxandiabetes erhielten die Tiere je 6—6,5 mg Alloxan, gelést in 0,3 ml dest. 
Wasser, subcutan, 2 und 10 Stdn. spiter je eine subcutane Injektion von 0,7 ml 
16-proz. Glucoselésung. Sie kamen meist 5, in einigen Fallen 4 Tage nach der 
Alloxangabe zum Versuch. Unmittelbar vor dem Versuch wurde bei jedem Tier 
der Niichtern-Blutzucker bestimmt (enzymatisch). Es wurden in den verschiedenen 
Gruppen Tiere mit einem Niichtern-Blutzucker von 170—550 mg% verwendet. 
Bei den Glucosebelastungsversuchen erhielten die Tiere s.c. 0,7 ml einer 16-proz. 
Glucoselésung. 

Die Raffinosebelastung erfolgte durch s.c. Injektion von 0,7 mi einer 18-proz. 
Raffinoselésung, die Inulinbelastung mit 0,7 mi einer 10-proz. Inulinlésung (Boeh- 
ringer, pyrogenfrei). 

Zur Préparation von Muskelgewebe wurde jedes Tier bei Zimmertemp. in ein 
100- bis 150-ml-Becherglas gesetzt, an dessen Boden sich ein mit wenig Ather 
befeuchteter Wattetupfer befand. Das Becherglas mit Maus wurde dann umgekehrt 
auf einen mit Ather befeuchteten Wattebausch gesetzt. Nach 30—40 Sek. war 
eine oberflachliche Narkose erreicht (bei Vergleichsbest. ohne Narkose wurden 
gleiche Werte erhalten). Sofort danach wurden Glas und Athertupfer entfernt, 
der rechte hintere Schenkel kurz unterhalb des Rumpfes durchgetrennt und schnell 


1 VI. Mitteil.: H. Bornig, G. Richter u. H. Frunder, diese Z. 311, 108 
[1958]. 
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in eine Trockeneis-Methanol-Kaltemischung fiir genau 30 Sek. eingebracht (bei 
Einbringen in flissige Luft erhalt man gleiche Werte, jedoch ist unter diesen Be- 
dingungen die anschlieBende schonende und schnelle Préparation von Muskel- 
gewebe schwieriger). Aus der Schnittwunde wurde 0,05 ml Blut zur Best. ent- 
nommen und anschlieBend das Tier durch Decapitieren getétet. 


Der gefrorene Schenkel wurde dann schnell in das Kaltelabor (0°) gebracht, 
dort genau 35 Sek. in physiologischer NaCl-Lésung von 0° (mit Stiickchen aus 
gefrorener Lésung) langsam bewegt, anschlieBend mit einer spitzen Pinzette das 
Fell abgezogen, nochmals kurz in einer zweiten Schale mit eiskalter physiol. NaCl- 
Lésung gespilt, dann ein etwa 200 mg schweres Stiick Muskel (ohne Knochen) 
abgeschnitten und sofort in 1,5 ml eiskalter 6-proz. HClO, homogenisiert. Vom 
gut durchgemischten Homogenat wurden 2mal je 0,1 m/ zur N-Bestimmung nach 
Kjeldahl entnommen und aus dem erhaltenen N-Wert das zum Test eingesetzte 
Muskelgewicht errechnet, wobei ein Muskel-N-Gehalt von 3% des Frischgewichtes 
zugrunde gelegt wurde. Bei der weiteren Berechnung wurde Vol. Homogenat gleich 
Vol. Zentrifugat gesetzt, was einen kleinen, in allen Versuchsreihen gleichen und 
daher zu vernachlassigenden Fehler einschlieBt. Das Homogenat wurde dann 
30 Sek. bei 18000 xg zentrifugiert und anschlieBend sofort eine abgemessene Menge 
des klaren Uberstandes (0,8—1,0 ml) in der Kalte mit abgemessenen Mengen 10-n. 
und I-n. KOH auf etwa px 7,5 (!) neutralisiert. 4 bis héchstens 5 Min. nach Ab- 
schneiden des Schenkels war die Neutralisation beendet. Nach 5—10 Min. Stehen 
in der Kalte (am eben beginnenden Einfrieren der Lésung) wurde nachneutrali- 
siert (!) und anschlieBend der KC1O,-Niederschlag 7 Min. in der Kalte bei 18000 x g 
abzentrifugiert.- Je 0,1—0,2 ml des klaren Uberstandes wurden zur Gesamtglucose- 
und Hexosemonophosphathbestimmung im optischen Test eingesetzt. Der Test 
wurde in der Regel 30 bis héchstens 60 Min. nach Abschneiden des Schenkels ge- 
startet. Jede Abweichung von der beschriebenen Gewebeaufarbeitung ergab zum 
Teil wesentlich geringere Werte bei der nachfolgenden Konzentrationsbestimmung 
im optischen Test. So vermindern sich z.B. die Werte um 50% und mehr, wenn 
man den Schenkel erst 10 bzw. 20 Sek. nach dem Abschneiden in die Kaltemischung 
bringt oder wenn man die Zeit fiir die weitere Priparation des Gewebes bis zur 
Neutralisation iiber 5 Min. ausdehnt oder bei héherer Temp. als 0 bis 2° arbeitet. 


Die Bestimmung der Gesamtglucose erfolgte in allen Fallen nach den Angaben 
der IV. Mitteilung*. Die dazu benutzten Hexokinase-Zwischenfermentprapara- 
tionen enthielten geringe Beimengungen von 6-Phosphogluconsaiure-Dehydrogenase, 
die sich auch durch mehrfache saure Umkristallisationen nicht vollstandig besei- 
tigen lieBen. Eine merkliche Verringerung lieB sich durch monatelange Lagerung 
im Exsikkator bei 0° oder auch durch Stehenlassen in 1-proz. Athylendiamintetra- 
essigsiure-dinatriumsalz-Lésung, py 7,5, bei 0° fiir mehrere Tage und anschlie- 
Bendes Lyophilisieren erreichen. Teilweise kam es dabei jedoch auch zu merklichen 
Verlusten von Hexokinase, was das Erreichen des Endpunktes im optischen Test 
verzégerte. Daher wurden auch 6-Phosphogluconsaure-Dehydrogenase enthaltende 
Fermentpraparate verwendet und durch wéchentliche Eichbestimmungen mit 
trockener umkrist. Glucose der Test iiberpriift. Fiir die Mehrzahl der Bestimmungen 
wurde eine Zwischenfermentpraparation mit 30% Hexokinaseaktivitét verwendet, 
die bei 10 y Glucose in 2 ml Endvol. in der 0,5 cm Kiivette bei 340 my eine Extink- 
tionsdifferenz von 0,137 ergab. Der Endwert war in der Regel nach 40—60 Min. 
erreicht. Bei Aufbewahrung des trockenen Fermentes im Exsikkator bei —25° 
wurde im Verlauf von 5 Monaten stets der gleiche Eichwert erhalten. Es ist darauf 
zu achten, daB die zum Test eingesetzte Untersuchungslésung auf px 7,5 einge- 
stellt ist. Verschiebungen nach der sauren Seite zeigen sich in zu niedrigen Werten. 
Der zum Test benutzte Trispuffer wurde abweichend von den friiheren Angaben? 
auf px 7,6 (statt 7,5) eingestellt. Denn sinkt der py-Wert des Testansatzes nur 
wenig unter 7,5 ab (z.B. 7,45), so erhalt man zu geringe Glucosewerte. 





* H. Bornig, K.Stade, H.Frunder u, G, Richter, diese Z, 310, 232 [1958]. 
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Im Test mit hexokinasehaltigem Zwischenferment laufen neben freier Glucose 
auch Glucose-1-phosphat, Glucose-6-phosphat und Fructose-6-phosphat mit, jedoch 
nicht freie Fructose und Fructosediphosphat; man erfaBt also freie Glucose und 
Hexosemonophosphate gemeinsam. Die voraandene TPNH-Oxydaseaktivitat ist 
durch Anaerobiose ausgeschaltet und die geringe Glutathionreduk taseaktivitat 
stért den Test bei den eingesetzten Gewebemengen nicht. 


Zur Differenzierung zwischen freier Glucose und Hexosemonophosphaten 
wurde eine hexokinasefreie Zwischenfermentpraparation hergestellt. Etwa 4 g eines 
nach Horecker und Kornberg hergestellten?, 3mal sauer umkristallisierten, an- 
schlieBend in Glycylglycin-Puffer von pq 7,5 aufgenommenen und lyophilisierten 
Zwischenfermentpraparates (mit 30% Hexokinaseaktivitat) wurden in 150 ml 
einer 1-proz. Athylen-diamintetraessigsiure-dinatriumsalz-Lésung (mit NaOH auf 
pu 7,5 eingestellt) gelést. AnschlieBend wurde diese Lésung 30 Min. im Wasserbad 
von 45° gehalten, dann bei Zimmertemperatur das ausgefallene EiweiB abzentri- 
fugiert und der klare Uberstand lyophilisiert. Nach diesem Erhitzungsschritt waren 
nur noch 0,05—0,1% Hexokinaseaktivitét nachweisbar. Bei der zur Hexose- 
monophosphatbestimmung eingesetzten Fermentmenge (s. weiter unten) stdrt diese 
geringe Hexokinaseaktivitat den Test nicht mehr. Glucose-6-phosphat und Fruc- 
tose-6-phosphat liefen im Test mit gleicher Geschwindigkeit. Phosphohexoisomerase 
ist noch im UberschuB vorhanden. Dagegen lief Glucose-1-phosphat nicht mehr, was 
auf weitgehende Zerstérung der vorher vorhandenen Phosphoglucomutase-Aktivitat 
zu beziehen ist. Der Test erfaBt also Glucose-6-phosphat und Fructose-6-phosphat 
gemeinsam. Diese beiden Substanzen sind nachfolgend stets als G6P bezeichnet. 


Arbeitsgang fiir die G6P-Bestimmung in 2 cm Kiivetten bei 340 my: In die 

Kiivette werden nacheinander pipettiert: 

2,1 bzw. 2,2 ml 0,05-m. Tris-Puffer, px 7,6, 

0,2 ml 0,1-m. MgCl,-Lésung, 

0,1 bzw. 0,2 ml neutralisierter MuskelaufschluB, 

0,05 ml hexokinasefreies Zwischenferment (10 mg Trockenpulver, gelést in 1 ml 
dest. Wasser). 

Danach wird 2 Min. mit gewaschenem Bombenstickstoff durchstrémt, die 
Kiivette verschlossen und die Anfangsextinktion gemessen. Danach Start mit 
0,05 ml TPN-Lésung (5 mg 86—90-proz. TPN gelést in 1 ml dest. Wasser). Dann 
wird erneut 2 Min. mit Stickstoff durchstrémt und so lange gemessen, bis 2—3 Mes- 
sungen in 5 Min. Abstand gleich sind. Der Endwert ist nach 12 bis laingstens 
20 Min. erreicht und bleibt danach iiber wenigstens 40—60 Min. konstant. Die 
Extinktionsdifferenzen (= AF) lagen in der Regel zwischen 0,10 und 0,25. 


Die Eichung des Testsystems erfolgte empirisch in folgender Weise: Reinstes 
Glucose-6-phosphat-Ba-Salz (Boehringer) wurde in iiblicher Weise in das Na- 
Salz iibergefiihrt, in der Lésung dann mit hexokinasehaltigem Zwischenferment der 
Glucosegehalt bestimmt und daraus die in der Lésung vorhandene Glucose-6- 
phosphorsdéuremenge errechnet. AnschlieBend wurde die gleiche Lésung mit der 
hexokinasefreien Zwischenfermentpraparation getestet. In mehrfachen Bestim- 
mungen ergaben hier 10 y Glucose-6-phosphorsaéure in 2,6 ml Endvolumen bei 
340 mu und 2 cm Lichtweg ein AE von 0,183. Dieser Wert wurde allen G6P-Be- 
rechnungen zugrunde gelegt. Er zeigt weiterhin an, daB durch den Erhitzungs- 
schritt auch die im hexokinasehaltigen Zwischenfermentpraparat noch vorhandene 
6-Phosphgluconsaéure— Dehydrogenase-Aktivitat vollstandig zerstért wird. 

Die Konzentration an freier Glucose ist gleich Gesamtglucose (bestimmt mit 
hexokinasehaltigem Zwischenferment) minus G6P-Glucose (bestimmt mit hexo- 
kinasefreiem Zwischenferment). Diese Berechnung schlieBt einen kleinen Fehler 
ein. Denn in der Gesamtglucosefraktion wird Glucose-1-phosphat mitbestimmt, in 
der G6P-Fraktion jedoch nicht. Dadurch wird der Wert fir freie Glucose etwas 
zu hoch. Da im Gleichgewicht die Glucose-1-phosphatkonzentrationen jedoch sehr 
niedrig liegen, kann man sie unberiicksichtigt lassen. 
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In Blut, Serum und Muskelgewebe wurden 30 und 60 Min. nach subcutaner 
Injektion von Raffinose bzw. Inulin die jeweiligen Konzentrationen mit der Methode 
von Roe, Epstein und Goldstein® bestimmt und daraus die extrazellularen 
Verteilungsraume berechnet. Abweichend von den dortigen Angaben wurde mit 
6-proz. HClO, enteiweiBt. Es ist bei den Konzentrationsbestimmungen im Blut 
sorgfaltig darauf zu achten, daB bei der Aufarbeitung der Tiere kein Harn mit- 
erfaBt wird (Zellstofftupfer vor Harnausfiihrungsgang!). 

Gleichzeitige Konzentrationsbest. in Muskel, Blut und Serum waren technisch 
schwierig. Daher wurden gleichzeitig mit den Muskelbest. nur Blutbest. durch- 
gefiihrt. Aus den im Blut gefundenen Konzentrationen (Glucose, Raffinose und 
Inulin) wurden die Blutplasmawerte errechnet. Zur Ermittelung des jeweiligen 
Umrechnungsfaktors wurde in jeder Versuchsreihe gesondert das Verhiltnis 
Blutkonz./Blutserumkonz. (= Q) und Haematokritwert (= H) bestimmt (s. Tab. 1). 
Blutentnahme und Serumgewinnung erfolgte bei diesen Bestimmungen grundsatz- 
lich in der Kalte, da selbst sehr rasche Aufarbeitung bei Zimmertemperatur ins- 
besondere eine Erniedrigung der Serumglucosewerte ergab. 


Tab. 1. Verhiltnis Blutkonz./Serumkonz. (= Q) und Haematokritwert (= H) in % nach Glu- 
cose-, Raffinose- und Inulinbelastung normaler und diabetischer Tiere. Mittelwerte + s, Zahl der 
Best. in () daneben. 















































Vor Belastung 30 Min. nach Belastung mit: 
Glucose Glucose Raffinose Inulin 

Q H Q H Q H Q H 
Normale | 0,58 + 0,08 | 45+4 |0,54* 4+0,07) 5244 | 0,544 0,07 4845 0,54 + 0,06 45 (3) 
Tiere (8) (6) (7) (7) (8) (6) (11) 
Diabet. 0,71 + 0,06 | 4146 | 0,56+40,08 | 48+8 | 0,62+0,06] 4648 | 0,51+0,07 | 5149 (8) 
Tiere (10) (9) (11) (9) (10) (5) (10) 
m. Niich- 
ternblut- 415 + 179 (10) 348 + 90 (11) 4114258 | 3304157] 4124290 | 2504 53 
zucker v. (10) (5) (10) (8) 





* Q 60 Min. nach Belastung = 0,53. 


Diese Versuche erlauben den SchluB, da auch bei schwerem Diabetes die 
Erythrocyten nur wenig freie Glucose enthalten, und daB die Verainderungen des 
Verhaltnisses Blutkonz./Serumkonz. vor und nach Belastung hauptsachlich durch 
Verschiebung der Plasma-Erythrocytenrelation verursacht sind, deren Ursachen 
gesondert untersucht werden miissen. Es ist darauf zu achten, daB der mittlere 
Niichternblutzucker in den verschiedenen Gruppen der diabetischen Tiere etwa in 
gleicher Héhe liegt. Denn man findet nach Belastung eine um so starkere Erhéhung 
des Haematokritwertes und als Folge davon ein kleineres Q, je schwerer der 
Diabetes ausgepragt ist. Vor der Belastung dagegen ist bei Diabetes aller Schwere- 
grade dev Haematokritwert erniedrigt und Q erhéht. Um weiterhin auszu- 
schlieBen, daB die Konzentrationen fiir freie Plasmaglucose durch einen mehr oder 
weniger groBen G6P-Anteil (er wird bei der enzymatischen Blut- und Serum- 
glucosebest. miterfaBt) verfailscht sind, wurden auch einige G6P-Best. in Blut 
und Serum diabet. Tiere 30 Min. nach Glucosebelastung durchgefiihrt. Dabei 
fanden sich im Blut bei 574 +. 87 (5) mg% Gesamtglucose 6 -+ 2 mg% G6P-Glu- 
cose und im zugehérigen Serum bei 1078 + 230 (5) mg% Gesamtglucose 13 + 4 (5) 
G6P-Glucose. In Blut und Serum normaler Tiere ohne Glucosebelastung wurden 
praktisch gleiche G6P-Werte gefunden. Der G6P-Anteil findet sich danach — wie 
auch die freie Glucose — im Blutplasma, ist gering und daher fiir die Berechnung 
des EVR zu vernachlassigen. 





3 J. H. Roe, J. H. Epstein u. N. P. Goldstein, J. biol. Chemistry 178, 839 
[1949]. 
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Ergebnisse 
I. Glucose-, G6P-Konzentrationen und EVR im Muskel nor- 
maler Mause vor und nach Glucosebelastung 
Im Muskel normaler Mause findet man nach Glucosebelastung charak- 
teristische Veranderungen in den stationiren Glucose- und G6P-Kon- 
zentrationen (s. Abbild.). 
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Blut- und Serumglucose (mg%), freie Glucose und Hexosemonophosphate 
im Muske] (y/g Frischgewicht) normaler Mause vor und nach s.c. Injektion von 
0,7 ml 16-proz. Glucoselésung. Mittelwerte -+ s>, Zahl der Best. in () daneben. 


x——x Hexosemonophosphate (= G6P) im Muskel 

o——o freie Glucose im Muskel 

; Glucose im Blut (statistische MaBzahlen s. Tab. 2) 
ee Glucose im Blutserum. 


Parallel zum Anstieg des Serumzuckerspiegels erhéhen sich die Kon-. 
zentrationen an freier Glucose und G6P im Muskel und fallen bis 2 Stdn. 
nach der Glucosegabe wieder bis etwa zu den vor der Belastung gemes- 
senen Anfangswerten ab. 

Zwei weitere Gruppen normaler Tiere erhielten eine subcutane Injek- 
tion von Raffinose oder Inulin. Bei ihnen wurden 30 und 60 Min. spater 
gleichzeitig in Blut und Muskel Raffinose bzw. Inulinbestimmungen 
durchgefiihrt (s. Tab. 2). 
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Tab. 2. Stationire Konzentrationen von Glucose, Raffinose und Inulin in Blut, 

Blutserum (mg%) und Muskel (y/g Frischgewicht) normaler Mause 30 u. 60 Min. 

nach s.c. Injektion von 0,7 ml 16-proz. Glucose-, 18-proz. Raffinose- oder 10-proz. 

Inulinlésung. Mittelwerte +- s. Zahl der Best. in (). Daneben der berechnete EVR 
fiir Glucose, Raffinose und Inulin. 


























Serum- EVR 
Blutkonz. oon Muskelkonz. in % 
vor Belastung 
Glucose .... 105 +. 18 (16) 181 323 + 110 (16) 17,8 
Raffinose . . . . 12 —- 741 + 121 (5) — 
Mmm. ss ks 4 - 247 -- 
30 Min. n. Belastung 
Glucose. .... 211+ 51 (7) 391 722 + 271 (8) 18,5 
Raffinose** . . . 402 + 105 (13) 745 1382 + 301 (8) 18,7 
Inulin** .... | 111+ 18(10)| 206 307 + 53(10)| 14,9 + 
1,75 (10) 
60 Min. n. Belastung 
Glucose cca -f 158 + 40 (6) 299 521 + 343 (13) | 17,4 
Raffinose** . . . 233 + 47 (7) 432 676 + 204 (8) 15,7 
ame ow. 103 + 24 (4) 191 | 250 + 123 (4) 13,1 
* Berechnet aus Blutkonz. nach zugehérigem Q der Tab. 1. 
** Die vor der Belastung gefundenen Leerwerte sind abgezogen. 


Aus den so erhaltenen Werten laBt sich angenahert der Extrazellular- 
raum des Muskels berechnen. Da die Gleichgewichtseinstellung zwischen 
Blutplasma und Extrazellularraum unter den vorliegenden Belastungs- 
bedingungen am intakten Tier unvollstandig ist, geben die errechneten 
Werte nicht den gesamten Extrazellularraum an, sondern sind besser als 
extrazellularer Verteilungsraum (= EVR) zu bezeichnen. Fiir Vergleiche 
zwischen normalen und diabetischen Tieren ist der EVR jedoch gut ver- 
wendbar. 

Tab. 2 zeigt, daB normalerweise auch am intakten Tier die Gleich- 
gewichtseinstellung zwischen Blutplasma und Extrazellularraum des 
Muskels 30 Min. nach einmaliger Raffinosebelastung annahernd voll- 
stindig ist. Denn der EVR von 18,7% entspricht etwa den mit anderen 
Methoden am eviscerierten Tier gefundenen Werten fiir den Extra- 
zellularraum des Muskels. Bei Inulin ist die Gleichgewichtseinstellung 
allerdings nicht so vollstandig. Nimmt man an, da im Muskel intrazel- 
lular keine freie Glucose vorhanden ist und die bestimmten Konzen- 
trationen vor der Glucosebelastung ausschlieBSlich aus dem Extrazellular- 
raum stammen, so errechnet sich ein EVR fiir Glucose von 17,8%. Dieser 
Wert stimmt gut mit dem EVR fir Raffinose iiberein und erlaubt den 
Schlu8, daB praktisch kaum freie Glucose intrazellular vorhanden ist. 
Auch 30 und 60 Min. nach Glucosebelastung findet man etwa den glei- 
chen EVR fir Glucose wie vor der Belastung. Dies ist ein Zeichen dafiir, 
da8 sich unter den vorliegenden Belastungbedingungen mit Glucose 
relativ rasch ein Gleichgewicht zwischen Plasma und Extrazellularraum 
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(wie bei den Raffinoseversuchen) eingestellt hat und auch unter einer 
Glucosebelastung — wenn iiberhaupt — so nur sehr wenig freie Glucose 
intrazellulir vorhanden sein kann. 

Ein Vergleich der Konzentrationen an G6P und freier Glucose im 
Muskel normaler Tiere (s. Abb.) bis 90 Min. nach der Glucosebelastung 
zeigt, daB der G6P-Spiegel des Muskels recht genau den Anderungen des 
extrazelluliren Glucosespiegels folgt. Der G6P-Glucose-Spiegel wird 
offenbar durch die extrazellulire Glucosekonzentration gesteuert und 
ist umgerechnet* etwa 28% der extrazellularen Glucosekonzentration. 


II. Glucose-, G6P-Konzentrationen und EVR im Muskel 
alloxandiabetischer Mause vor und nach Glucosebelastung 


Die Bestimmung von freier Glucose und G6P im Muskel alloxandia- 
betischer Tiere vor einer Glucosebelastung hatte in 3 verschiedenen Dia- 
betesgruppen folgendes Ergebnis (s. Tab. 3): Der erstaunlichste Befund 
war zunachst, daB die G6P-Konzentrationen im diabetischen Muskel 
sécher nicht kleiner sind als im normalen Muskel. Man findet im Gegenteil 
et wa parallel zur Hohe des Niichternblutzuckerspiegels sogar erhdhte 
Werte (jedoch nicht signifikant). 

‘Berechnet man weiterhin aus den Werten fiir Serumglucose und freie 
Mutskelglucose den EVR fiir Glucose im Muskel, so ist er deutlich kleiner 
als’ normal. Dies ist umso starker ausgepragt, je schwerer der Diabetes 
(gemessen an der Hohe des Niichternblutzuckerspiegels). 


Tab. 3. Stationare Konzentrationen von Glucose in Blut und Blutserum (mg%) 
und v.9n freier Glucose und G6P im Muskel (y/g Frischgewicht) alloxandiabetischer 
Mause vor einer Glucosebelastung. Mittelwerte +- 8, Zahl der Best. in (). 
Daneben der berechnete EVR fiir Glucose im Muskel. 





ae EVR fii 
§ Diabetes Blutkonz Serum- Muskelkonz. Glue trv 
mit: Niichtern- : konz. : 
Blutzucker von Glucose Glucose * i. Muskel 
freie Glucose | G6P in % 





200—300 mg%, | 238+ 23(9)} 335 | 553-+189(9)]}456+238(9)} 16,5 
300—400 mg% | 335-415(7)| 472 | 637-+-170(7)|699-+4-246(7)| 13,5 
400600 mg%, | 512 +67(8)| 722 |909-+322(8)|695+4.416(8)| 12,4 














*) Berechnet aus Blutkonz. mit dem zugehérigen Q der Tab. 1. 


Man kann nach diesen Befunden annehmen, da8 a) der Extrazellular- 
raum im Muskel diabetischer Tiere kleiner als normal ist oder b), daB die 
Gleichgewichtseinstellung zwischen Blutplasma und Extrazellularraum 
beim diabetischen Tier verzégert ablauft und als Folge davon der Extra- 
zellularraum nur kleiner erscheint. Zur weiteren Entscheidung zwischen 
diesen beiden Méglichkeiten wurden bei diabetischen Tieren auch Be- 


* Muskelglucosekonz. - 5 = extrazellulire Glucosekonz. 
Muskel-G6P-Glucosekonz. - 5/4 = intrazellulare G6P-Glucosekonz. 
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lastungen mit Glucose, Raffinose und Inulin durchgefiihrt. Ist der Extra- 
zellularraum tatsachlich kleiner als normal, so sind bei allen 3 Substan- 
zen — wie bei Normaltieren — annahernd gleiche EVR zu erwarten. Ist 
jedoch die Gleichgewichtseinstellung zwischen Plasma und Extrazellu- 
larraum verzégert, so miissen sich Unterschiede gegeniiber dem vor Be- 
lastung errechneten EVR ergeben. 
Die Ergebnisse dieser Versuche zeigt Tab. 4. 


Tab. 4. Stationare Konzentrationen von freier Glucose, Raffinose und Inulin in 

Blut, Blutserum (mg%) und Muskel (y/g Frischgewicht) alloxandiabetischer Mause 

30 Min. nach s.c. Injektion von 0,7 mi 16-proz. Glucose-, 18-proz. Raffinose- oder 

10-proz. Inulinlésung. Mittelwerte +- s. Zahl der Best. in (). Daneben der berech- 
nete EVR fiir Glucose, Raffinose und Inulin. 





Niichtern- 
Blutzucker 
vor Belastung 


Serum- 


lian © Muskelkonz. 


Blutkonz. 





30 Min. nach 





Belastung mit 
Glucose 343 + 123 (21) | 680 +. 157 (21) 1213 | 1630+614(21)| 13,4 
Raffinose **} 359 +. 162 (11) | 973 +. 647 (11) 1570 =| 1446+772(11)} 9,2 
Tnulin** 322+ 93 (8)}211-+ 92 (8) 414 388 +174 (8)| 9,4 
a +3,14 
(8 

















* Berechnet aus Blutkonz. mit zugehérigem Q der Tab. 1. 
** Die vor Belastung gefundenen Leerwerte sind abgezogen. 


Nach Glucosebelastung errechnet man im Mittel (Tiere mit Diabetes 
aller Schweregrade) den gleichen EVR fiir Glucose wie vor der Belas tung. 
Nach Raffinose- oder Inulinbelastung ist der EVR jedoch wesentlich 
kleiner als der fiir Glucose, aber bei beiden Substanzen, die groBe Unter- 
schiede in ihrem Molekulargewicht aufweisen, identisch. Zur Erklarung 
dieser Befunde gibt es zwei Denkmdglichkeiten : 

1. Die EVR fiir Raffinose und Inulin stellen annahernd die wahre 
Gr6oBe des Extrazellularraumes dar, der im Muskel alloxandiabeti- 
scher Tiere betrachtlich kleiner ist. Der gréBere EVR fiir Glucose 
ist dann dadurch vorgetiuscht, da der diabetische Muskel im 
Gegensatz zum normalen gréBere Mengen an freier Glucose enthalt, 
und zwar um so mehr, je schwerer der Diabetes. Fiir diese Annahme 
spricht : 

a) Raffinose und Inulin, die sicher beide unabhangig von Insulin sind 
und von Muskelgewebe nicht umgesetzt werden, zeigen praktisch 
identische EVR, trotz groBer Unterschiede in der MolekilgréBe 
beider Substanzen. 

b) Der scheinbare EVR fir Glucose ist 30 Min. nach Glucose- 

belastung in der Gruppe mit leichtem Diabetes kleiner als in 
der Gruppe mit schwerem Diabetes (s. Tab. 5). Diese Differenz 
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k6énnte als Ausdruck eines parallel zur Schwere des Diabetes 
groBer werdenden Spiegels an freier intrazellularer Glucose ge- 
wertet werden. 
2. Die GréBe des Extrazellularraumes im diabetischen Muskel ist 


normal, aber die Geschwindigkeit der Gleichgewichtseinstellung 

zwischen Blutplasma und Extrazellularraum ist geringer und zwar 

abhangig von der zur Priifung eingesetzten Substanz. 

Welche von beiden Méglichkeiten vorherrscht, muB durch weitere 
Versuche entschieden werden. 

Die nachste zu klarende Frage war, ob der G6P-Spiegel im Muskel 
diabetischer Tiere nach Glucosebelastung die gleiche Abhangigkeit von 
den Anderungen der extrazelluliaren Glucosekonzentration zeigt wie bei 
normalen Tieren. 


Die hierzu durchgefiihrten Versuche zeigt Tab. 5. 


Tab. 5. Stationire Konzentrationen von Glucose in Blut und Blutserum (mg%) 
und von freier Glucose und G6P im Muskel (y/g Frischgewicht) alloxandiabetischer 
Mause 30 und 60 Minuten nach Glucosebelastung. 

Mittelwerte +- s, Zahl der Best. in (). Daneben der berechnete EVR fiir Glucose. 








Diabetes mit Mi g 
Niichtern- | ~”- Blutkonz. — Muskelkonz. EVR 
nach konz. sain 
Blutzucker- Belast Glucose eT aa in % 
von ; Tt Glucose | G6P 





240-440 (10)} 30 |593-£120(10)| 1060 | 1141 +239(10)| 965 + 460 (10)| 10,8 
436 +94 (11)} 30 | 759+ 150(11)| 1353 | 2074+. 502(11)] 723 + 280 (11)] 15,3 
256-495 (6)} 60 | 635-+219 (6)| 1134 |1674-+.808 (6)| 905 +412 (6)| 14,8 




















Bei der Gruppe mit mittlerem Diabetes (Niichternblutzucker 
240 mg%) findet man im Muskel 30 Min. nach Glucosebelastung eine 
mehr als doppelt so groBe G6P-Konzentration wie vor der Belastung 
(s. Tab. 3). Allerdings hat sich auch der Spiegel an freier Glucose unter 
diesen Bedingungen verdoppelt. Ein Vergleich mit normalen Tieren 
(s. Abb. 1) zeigt aber, daB hier bei wesentlich geringerem Anstieg von 
Blut- und extrazellularer Glucosekonzentration eine starkere Steigerung 
des G6P-Spiegels nachweisbar ist als bei diabetischen Tieren mit viel 
ausgepragterer Blutzuckersteigerung. 

Noch deutlicher sind diese Unterschiede in der Gruppe mit schwerem 
Diabetes (Niichternblutzucker 436 mg %) zu erkennen. Hier findet man 
trotz noch staérkerem Ansteigen von Serum- und Muskelglucose keinen 
weiteren Anstieg des G6P-Spiegels, sondern bei Vergleich mit der mitt- 
leren Diabetesgruppe eine geringe Abnahme und bei Vergleich mit der 
Normalgruppe (s. Abbild.) eine noch starkere Reduktion (P < 0,05). Die 
normalerweise relativ enge Beziehung zwischen extrazellularer Glucose- 
konzentration und G6P-Spiegel (s. Abbild.) ist, abhangig von der Schwere 
des Diabetes, zunehmend beeintrachtigt. 
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Diese Befunde sind vereinbar mit den bekannten Beobachtungen 
iiber die Stérung des Transportes von Glucose durch die Zellmembran 
bzw. die Glucosephosphorylierung als Folge des Insulinmangels. 

Hervorzuheben ist aber, daB die stationaren G6P-Konzentrationen 
im Muskel diabetischer Tiere sowohl vor wie nach einer Glucosebelastung 
entweder tiberhaupt nicht oder kaum niedriger sind als bei normalen 
Tieren. Es sind lediglich héhere Plasma- bzw. extrazellulare Glucose- 
konzentrationen bei der Einstellung der verschiedenen G6P-Spiegel 
wirksam. Ist jedoch der mittlere G6P-Spiegel auch im diabetischen 
Muskel annahernd normal, so ist — aufer den anderen Stérungen — 
auch ein hinter der Stufe von Glucose-6-phospahat bzw. Fructose-6- 
phosphat gelegener, durch Insulinmangel bedingter Block in der weiteren 
Glucoseverwertung zu vermuten. Dies steht in Ubereinstimmung mit 
neueren Befunden von Shaw und Stadie‘* tiber die Koexistenz eines 
insulinempfindlichen und insulinunempfindlichen glykolytischen Systems 
im Rattenzwerchfell. Welcher Art dieser mégliche Block ist, soll durch 
weitere Versuche, insbesondere nach Insulinanwendung aufgeklart werden. 


Fraulein W. Endler und Frau D. Brennich danken wir fiir ihre zuverlassige 
und fleiBige Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


Es wurden enzymatische Bestimmungen von freier Glucose und 
Hexosemonophosphaten sowie chemische Bestimmungen von Raffinose 
und Inulin im Muskel normaler und alloxandiabetischer Mause vor und 
nach Belastung mit Glucose, Raffinose oder Inulin durchgefiihrt. 

Der normale extrazellulire Verteilungsraum fiir Raffinose betragt 
rd. 18%. Der berechnete extrazelluliare Glucoseraum ist vor und nach 
Glucosebelastung von gleicher Grobe. Intrazellular ist danach kaum 
freie Glucose vorhanden. Nach Glucosebelastung andern sich die Hexose- 
monophosphatkonzentrationen parallel zu den Verschiebungen der 
extrazellularen Glucosekonzentrationen. 

Bei diabetischen Tieren ist der Verteilungsraum fiir freie Glucose 
vor und nach Glucosebelastung kleiner als normal. Der Raffinose- und 
Inulinraum sind noch starker reduziert, jedoch beide von gleicher GréBe. 
Die Differenz zwischen Glucose- bzw. Raffinose- und Inulinraum wird 
auf erhéhte intrazellulare Glucosekonzentration bezogen. 

Die Hexosemonophosphatkonzentrationen sind vor und nach 
Glucosebelastung kaum kleiner als normal. Zu ihrer Einstellung sind 
jedoch wesentlich héhere Plasmaglucosespiegel wirksam als bei normalen 
Tieren. 

Summary 


Enzymatic determinations of free glucose and hexosemonophos- 
phates and chemical determinations of raffinose and inulin were carried 
out on muscles of normal and alloxandiabetic mice before and after 


"4 W.N. Shaw u. W.C. Stadie, J. biol. Chemistry 227, 115 [1957]. 
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glucose, raffinose, or inulin stress. Raffinose possesses a normal extra- 
cellular spread of distribution of 18%. The corresponding value calculated 
for glucose is of the same magnitude before and after glucose stress. 
Therefore, free glucose is present in negligible amounts intracellularly. 
Following glucose stress, hexosemonosphate concentrations change in 
direct proportion with variations in extracellular glucose concentrations. 

Diabetic animals have an abnormally narrow spread of distribution 
for free glucose before and after glucose stress. The spread for raffinose 
and inulin is reduced far more, but both to an equal extent. The difference 
between glucose or raffinose and inulin spreads may be explained by 
increased intracellular glucose concentrations. 

The concentrations of hexosemonophosphates are scarcely lower 
than standard, before or after glucose stress. For their adjustment plasma 
glucose levels far higher than of normal animals are effective. 


ot 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 313 
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Bestimmung von Cortison, Hydrocortison, Prednison, 
Prednisolon und 9«-Fluor-hydrocortison als 17-Ketosteroide 
nach Wismutatoxydation 
Von 
Herbert Schriefers und Wolfgang Korus 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Bonn 
Direktor: Professor Dr. Dr. W. Dirscherl 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26). Mirz 1958) 


Herrn Professor Kurt Felix zum 70. Geburtstag 


Bei Untersuchungen tiber den intermediaren Stoffwechsel von Corti- 
son, Hydrocortison und ihren neuerdings in die Therapie eingefiihrten 
Derivaten Prednison, Prednisolon und 9«-Fluor-hydrocortison ver- 
suchten wir zur quantitativen Bestimmung und Identifizierung dieser 
Steroide und ihrer Metaboliten auch von der Wismutatoxydation Ge- 
brauch zu machen. Dieses Verfahren hat Rigby’ zunachst an einfachen 
1.2-Glykolen, 1.2-Ketolen und «-Hydroxysauren erprobt und Norym- 
berski und Mitarbeiter haben es in umfangreichen Untersuchungen fiir 
die Bestimmung von C,,-Steroiden der Typen 17.20-Diol, 17.21-Diol-20- 
Keton und 17.20.21-Triol im Harn ausgearbeitet?. Damit ist die klinische 
Funktionspriifung der Nebennierenrinde wesentlich verbessert worden; 
17-Hydroxy-corticoide lassen sich nimlich durch die oxydative Ab- 
spaltung der Seitenkette als in ihrer Gesamtheit leicht zu bestimmende 
17-Ketosteroide erfassen, wobei andere oxydative Verinderungen am 
Steroidmolekiil von untergeordneter Bedeutung sind. Solche Veranderun- 
gen schranken jedoch die Brauchbarkeit der Wismutatoxydation fiir die 
Identifizierung eines einzelnen C,,-Steroids ein, denn fiir diesen Zweck 
ist ein einheitliches definiertes Oxydationsprodukt Voraussetzung, um 
daraus auf die chemische Natur der Ausgangssubstanz riickzuschlieBen. 
Unter diesem Gesichtspunkt haben wir die von Norymberski und Mit- 
arbeitern ver6ffentlichte Methode auf unsere weitgehend vorgereinigten 
und zum Teil papierchromatographisch aufgetrennten Gewebeextrakte 
versuchsweise angewandt und fanden, da diese Reaktionsbedingungen 
einen einheitlichen Reaktionsablauf nicht gewahrleisten. Wir unter- 
suchten daher den Oxydationsablauf zunichst an Reinsubstanzen, um 
die fiir unsere Fragestellung optimalen Bedingungen festzulegen und 
priiften alsdann die Anwendbarkeit der verainderten Methode auf steroid- 
haltige Gewebeextrakte. 


1 W. Rigby, Nature [London] 164, 185 [1949]; J. chem. Soc. [London] 


1950, 1907. 
2g. 1, c, 910,11,13, 
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Methodik 


Aus methanolischen Stammlésungen von Cortison*, Hydrocortison*, 
Prednison* (4-Cortison), Prednisolon* (A}-Hydrocortison) und 9«-Fluor-hydro- 
cortison** wurden entsprechende Mengen in Schliff-Zentrifugenglaser pipettiert 
und im Eindampfgeraét bei 20° (Wasserstrahlpumpenvakuum) zur Trockene ge- 
bracht. 

Oxydationsverfahren: Wenn nicht anders angegeben, wurden in Anleh- 
nung an Norymberski die Riicksténde in 2 ml Wasser und 2 mi Eisessig (p. a. 
Merck) gelést. Die Oxydation erfolgte durch Schiitteln mit 2 g Natriumwismutat 
(p. a. Merck) im Dunkeln (Oxydationszeiten siehe unter Ergebnisse). 

Nach Zentrifugieren der Suspension (1850 xg, 5 Min.) wurden 2 ml des Uber- 
standes in 1 ml 15-proz. Natriummetabisulfit (p. a. Merck) pipettiert und dann 
mit 1 mi konz. HCl (p. a. Merck) versetzt. Die Extraktion erfolgte mit 4 ml Di- 
chlorithan (Reinigung des DAB 6-Praparates: Waschen mit Natronlauge und 
Wasser; fraktionierte Destillation) durch 15 Min. langes Schiitteln auf der Schiittel- 
maschine. Zur Klarung der Emulsion wurde zentrifugiert, die waBrige Phase mit- 
tels Saugpipette abgehoben und verworfen; der Dichlorithanextrakt wurde einmal 
mit 1 m/ Wasser und einmal mit 1 ml NaOH gewaschen und durch weiche Falten- 
filter filtriert. 3 mi des Filtrates wurden eingedampft (Eindampfgerat); der Riick- 
stand wurde in 5 ml Methanol (p. a. Merck) aufgenommen. 

Aufarbeitung: Mit aliquoten Teilen des in 5 ml Methanol aufgenommenen 
Riickstandes wurden folgende Untersuchungen durchgefiihrt: 

1. Messung der UV-Absorption im Bereich von 220—250 my (,,Gesamt-UV“‘) zur 
Charakterisierung und quantitativen Bestimmung der A‘-3-Ketogruppierung. 

2. Die Reaktion mit Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) zur quantitativen Bestim- 
mung der «-Ketolseitenkette%. 

3. Die Zimmermann-Reaktion nach der Mikromethode von Vestergaard‘4 
unter Anwendung der Korrekturformel von Gibson und Evans® zur Er- 
fassung der 17-Ketosteroide (,,Gesamt-KS“). Die bei der Reaktion gebrauchte 
athanol. Kalilauge wurde nach Hamburger ® bereitet. 

4, Papierchromatographische Trennung im System Propylenglykol/Cyclohexan- 
Benzol (80 + 20), absteigend 72 Stdn. bei 22° auf Whatman-1l-Papier (ge- 
waschen mit Methanol, p. a. Merck). Die Substanzflecke wurden mittels UV- 
Kontaktphotographie? dargestellt und Parallelstreifen mit Zimmermann- 
Reagenz*® angefirbt. Die UV-absorbierenden Substanzen wurden vom Papier 
mit Methanol eluiert und nach UV-Spektroskopie der Zimmermann-Reaktion 
unterworfen, wobei die Eluate gleichgroBer Papierstreifen als Leerwerte dienten. 


Ergebnisse und Diskussion 


Nach den uns bekannten Mitteilungen ist bei der Oxydation von 
Reinsubstanzen mit folgenden Steroid-Wismutat-Relationen gearbeitet 
worden: 1:16°, 1:39—313°, 1:25—250!9, 1:4811, 1:56—27732, 1:224011, 


* Herrn Professor Dr. G. Erhart, Farbwerke Hoechst A.G., Frankfurt a. M.- 
Hochst, danken wir fiir die liebenswiirdige Uberlassung. 

** Der Firma Merck & Co., Inc., Chemical Division, Rahway, N. J., danken 
wir fiir das Priparat, Herrn Dr. H. I. Chinn, London, fiir die freundliche Ver- 
mittlung. 

3-H. Schriefers u. W. Korus, Naturwissenschaften 48, 517 [1956]. 

4 P. Vestergaard, Acta endocrinol. 8, 193 [1951]. 

5 J.G. Gibson u. W. A. Evans, J. Clin. Invest. 16, 301 [1937]. 

* Chr. Hamburger, Acta endocrinol. 9, 129 [1952]. 

7 J. E. Bush, Biochem. J. 50, 370 [1952]. 

8 K. Savard, J. biol. Chemistry 202, 457 [1953]. 

°C. J. W. Brooks u. J. K. Norymberski, Biochem. J. 55, 371 [1953]. 
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1:4160—12500'%. In orientierenden Versuchen haben wir daher die 
Oxydation von Cortison mit einer kleineren Wismutatmenge (0,5 g 
NaBiO, auf 1 mg Cortison, Relation 1:500) und einer gréBeren (2 g 
NaBiO, auf 0,5 mg Cortison, Relation 1:4000) durchgefiihrt. In den 
Versuchen mit der kleineren Wismutatmenge fand sich nach einer 
Oxydationszeit von 30 Min. noch 44% (bezogen auf Cortison) TTC- 
positive Substanz im Dichloréthanextrakt, wahrend nach Oxydation mit 
der gréBeren Wismutatmenge unter sonst gleichen Bedingungen kein 
a-Ketol mehr nachweisbar war. Deshalb sind wir in den folgenden Ver- 
suchen stets bei einer Wismutatmenge von 2g geblieben. Es stellte 
sich aber in Ubereinstimmung mit Breuer und Nocke"™ heraus, da8 
bei 30 Min. langer Oxydation auBer dem zu erwartenden Adrenosteron 
mehrere Nebenprodukte entstehen. Diese Nebenprodukte sind TTC- 
negativ, Zimmermann-positiv, aber nur ein Teil von ihnen besitzt 
noch die A‘-3-Keto-Gruppierung. Dementsprechend findet man im 
Dichlorathanextrakt weniger A‘-3-Ketosteroide (,,Gesamt-UV“) als 
17-Ketosteroide (,,Gesamt-KS‘‘), und zwar sind nur noch 46% A‘-3- 
Ketosteroid (bezogen auf Adrenosteron) UV-spektroskopisch nachweis- 
bar, wohingegen die Ausbeute an 17-Ketosteroid (bezogen auf Adreno- 
steron und ausgedriickt in Dehydroepiandrosteron-Aquivalenten) 90% 
betraigt. Fiir klinische Routinebestimmungen im Harn, bei denen die in 
17-Ketosteroide -umgewandelten C,,-Steroide lediglich durch die Zim- 
mermann-Reaktion summarisch erfaBt werden, mégen die unter den 
genannten Bedingungen erhaltenen Ergebnisse zufriedenstellend sein. 
Fiir die Charakterisierung und Identifizierung eines 17-Hydroxy-Corti- 
coids benétigt man jedoch ein einheitliches 17-Ketosteroid. Da dieses 
unter den genannten Reaktionsbedingungen nicht zu erhalten war, 
untersuchten wir den zeitlichen Verlauf der Wismutatoxydation von Cor- 
tison, Hydrocortison, Prednison, Prednisolon und Fluor-hydrocortison. 

Als Oxydationszeiten wahlten wir 1, 3, 6, 10, 30, 60, 300 Min. und 
18 Stunden. Die 18stdg. Oxydation fiihrten wir durch, weil Diczfalusy 
und Mitarbeiter! nach dieser Zeit eine noch hédhere Ausbeute an 
17-Ketosteroiden im Urin fanden als bei der sonst tiblichen Oxydations- 
dauer von 30 Min. 

Der zeitliche Verlauf der Oxydation ist in Abb. 1 a—e wiedergegeben. 
Im einzelnen zeigt diese Darstellung folgende Werte in Prozenten des 
jeweils zu erwartenden Oxydationsproduktes in Abhangigkeit von der 
Oxydationszeit : 


10 ©, J. W. Brooks u. J. K. Norymberski, Chem. and Ind. 1952, 804. 

uJ. I. Appleby, G. Gibson, J. K. Norymberski u. R. D. Stubbs, 
Biochem. J. 60, 453 [1955]. 

122 R. W. H. Edwards u. A. E. Kellie, Biochem. J. 56, 207 [1954]. 

13 J. K. Norymberski u. R. D. Stubbs, Biochem. J. 64, 168 [1956]. 

14H. Breuer u. L. Nocke, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. 9, 28 
[1957]. 
18 KE. Diczfalusy, L.-O. Plantin, G. Birke u. A. Westman, Acta endo- 
crinol. 18, 356 [1955]. 
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Abb. la—e. Wismutatoxydation von C,,-Steroiden in Abhangigkeit von der Zeit. 
Die Werte sind in Prozenten des zu erwartenden Oxydationsproduktes angegeben. 


Werte der Zimmermann-Reaktion (in Dehydroepiandrosteron Aqui- 
valenten); ------- UV-spektroskopisch ermittelte Werte; Gesamt-UV: Gesamt- 
At-3-Ketosteroide; Gesamt-KS: Gesamt-17-Ketosteroide. 
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Abb. la. Cortison. A, B, D: nicht identifizierte Oxydationsnebenprodukte, 
C: zu erwartendes Oxydationsprodukt Adrenosteron. 
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Abb. 1b. Hydrocortison. A, B, D, E: nicht identifiziert Oxydationsneben- 
F: Adrenosteron produkte; 
C: zu erwartendes Oxydationsprodukt 11-Hydroxy-androstendion. 
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Abb. le. Prednison. A: nicht identifiziertes Oxydationsnebenprodukt; 
B: zu erwartendes Oxydationsprodukt 41-Adrenosteron. 
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Abb. 1d. Prednisolon. A: nicht identifiziert; C: 4!1-Adrenosteron; B: zu erwarten- | 
des Oxydationsprodukt 4!-11-Hydroxy-androstendion. I 
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Abb. le. Fluor-hydrocortison. A: nicht identifiziertes Oxydationsnebenprodukt ; f 
B: zu erwartendes Oxydationsprodukt 9«-Fluor-11-hydroxy-androstendion. d 
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Abb. 2. Schematische Chromatogramme von im Verlauf der Wismutatoxydation v 
auftretenden Oxydationsprodukten. i 
Das zu erwartende Oxydationsprodukt ist jeweils umrandet. Alle Substanzen ( 
TTC-negativ, UV- und Zimmermann-positiv; Ausnahme: SubstanzC des Prednison- 
versuches (TTC- und UV-negativ, Zimmermann-positiv). 2 
k 
1. ,,Gesamt-KS“ ausgedriickt in Dehydroepiandrosteron-Aquivalen- 
ten, t 
2. ,,Gesamt-UV“, 5, 
3. Oxydationshaupt- und Nebenprodukte nach papierchromatogra- d 
phischer Auftrennung der Extrakte, quantitativ bestimmt mittels t 


UV-Spektroskopie und Zimmermann-Reaktion. 
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Die einzelnen MeBpunkte sind Mittelwerte der Doppelbestimmungen 
von 3—5 Versuchsreihen. 

Um einen Uberblick iiber die im Verlauf der Oxydation auftretenden 
Produkte zu geben, sind diese in schematischen Chromatogrammen 
aufgefiihrt (Abb. 2). 

Allen Zeitkurven (Abb. 1 a—e) ist gemeinsam, daB die ,,Gesamt-UV“ 
mit zunehmender Oxydationszeit schneller absinkt als die ,,Gesamt-KS“. 
Am starksten ausgepragt ist diese Erscheinung bei Cortison, Hydro- 
cortison und Fluor-hydrocortison, waihrend die Dienone Prednison und 
Prednisolon eine offensichtlich gréBere Stabilitat in Ring A besitzen. 
Bei 30 Min. langer Oxydation, wie sie von Norymberski vielfach durch- 
gefiihrt wurde, ist die Wiederfindung nur noch hinsichtlich der 17-KS- 
Werte befriedigend; bei Beriicksichtigung der weiter unten (Tab. 4) 
angefiihrten Farbaquivalente finden wir wieder: Cortison = 95%, 
Hydrocortison = 113%, Prednison = 101%, Prednisolon = 95%, Fluor- 
hydrocortison = 80%. Jedoch sind papierchromatographisch zu diesem 
Zeitpunkt bereits mehrere Oxydationsprodukte nachweisbar (s. 
Abb. la—e). Dies gilt besonders fiir die instabilen Steroide Cortison 
und Hydrocortison. Als stabilste Verbindung ist Prednison anzusehen; 
denn in den ersten 30 Min. ist auf Grund der papierchromatographischen 
Analyse lediglich 41-Adrenosteron nachzuweisen, das quantitativ mit 
der ,,Gesamt-UV“ und der ,,Gesamt-KS“ praktisch tibereinstimmt. Fiir 
das hinsichtlich ,,Gesamt-UV“ und ,,Gesamt-KS‘ stabile Prednisolon 
ergab sich jedoch, daB bereits nach wenigen Minuten das zu erwartende 
A}-11-Hydroxy-androstendion sehr rasch abnimmt und zwar zu Gunsten 
einer Verbindung, die als 4!-Adrenosteron identifiziert werden konnte. 
Bereits nach 30 Min. tiberwiegt die 11-Keto-Verbindung quantitativ die 
11-Hydroxy-Verbindung, die nach 300 Min. an die Grenze der ErfaB- 
barkeit absinkt. Bis zu diesem Zeitpunkt bleibt die 11-Keto-Verbindung 
hingegen analog dem zeitlichen Verlauf der Oxydation von Prednison 
weitgehend erhalten. 

In wesentlich kleinerem Umfange entsteht aus Hydrocortison neben 
11-Hydroxy-androstendion auch die 11-Keto-Verbindung Adrenosteron; 
beide Substanzen sind aber bei Behandlung mit Natriumwismutat so 
wenig stabil, daB sie nach 300 Min. nicht mehr quantitativ erfaBbar 
waren. Von den 11-Hydroxy-Verbindungen bildet Fluor-hydrocortison 
insofern eine Ausnahme, als bei geringer Stabilitat in Ring A nur ein 
Oxydationsnebenprodukt nachzuweisen war, das nach seinem chromato- 
graphischen Verhalten nicht als ein 11-Ketosteroid angesehen werden 
kann. 

Setzt man bei allen Versuchen die im Zeitraum 30—60 Min. auf- 
tretenden Oxydationsprodukte quantitativ zur ,,Gesamt-UV“ und 
,,Gesamt-KS‘‘ in Beziehung, so ist auffallig, daB die ,,Gesamt-UV“ mit 
der Summe der Oxydationsprodukte gut iibereinstimmt, wahrend die 
,,Gesamt-KS“ in jedem Falle wesentlich hoher liegt. Folglich muB die 
Differenz zwischen ,,Gesamt-UV‘‘ und ,,Gesamt-KS‘‘ durch das Vor- 
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liegen einer oder mehrerer UV-negativer, aber Zinsmermann-positiver 
Substanzen bedingt sein, die wir jedoch unter unseren papierchromato- 
graphischen Bedingungen nicht erfaBt haben. 

Zu guten Ergebnissen kommt man auf Grund unserer Unter- 
suchungen nur dann, wenn man die Oxydationszeit nicht tiber 3 Min. 
ausdehnt. In diesem Zeitraum tritt lediglich das zu erwartende Oxyda- 
tionsprodukt auf, so daB eine gute Ubereinstimmung zwischen ,,Gesamt- 
UV", ,,Gesamt-KS‘ und dem nach Papierchromatographie bestimmten 
Oxydationsprodukt besteht. Die Ausbeute an zu erwartendem Oxyda- 
tionsprodukt (papierchromatographisch identifiziert) betragt sowohl UV- 
spektroskopisch wie auch in der Zimmermann-Reaktion im Mittel 95% 
fiir jedes der untersuchten Steroide. 

Die Zusammenhiange werden durch die Formeln auf 8.73 veran- 
schaulicht. 

Zur Frage der Anwendbarkeit der Wismutatoxydation auf Steroid- 
Gemische haben wir unter unseren Bedingungen eine gleichteilige 
Mischung von Cortison, Hydrocortison, Prednison und Prednisolon (ins- 
gesamt 0,5 mg) 1 Min. lang oxydiert und die Oxydationsprodukte im 
System Propylenglykol/Cyclohexan-Benzol (80 +- 20) chromatographiert. 
Die Oxydationsprodukte lieBen sich einwandfrei trennen (Tab. 1). Die 
Bestimmung der Substanzflecke nach Elution (UV-Spektroskopie, 
Zimmermann-Reaktion) ergab eine quantitative Umwandlung der 
eingesetzten C,,-Steroide zu den entsprechenden 17-Ketosteroiden. 


Tab. 1. RaAdrenosteron-Werte (2,1) im System Propylenglykol/Cyclohexan-Benzol 
(80 + 20), Whatman-1-Papier, 72 Std., absteigend, 22 +- 1°. 








Steroid | Ra-Werte 
9x-Fluor-11-hydroxy-androstendion . . 0,13 (-- 0,02) 
A!-11-Hydroxy-androstendion ... . 0,13 (+ 0,02) 
11-Hydroxy-androstendion. . ... . 0,22 (+ 0,03) 
A'-Adrenosteron .......... 0,77 (+ 0,03) 
Adrenosteron . « . 2 ws 2 wt 1,00 


Tab. 2. Vergleich der Oxydation von C,,-Steroiden mit Natriumwismutat verschie- 
dener Herkunft. Gesamt-KS ausgedriickt in Dehydroepiandrosteron- Aquivalenten. 
Die Zahlen bedeuten Mittelwerte aus je 3—4 Bestimmungen. 














— Ausbeute in Prozenten des zu erwartenden Oxydations- 
Risen “. produktes nach Oxydation mit Natriumwismutat 
lingesetztes dati- 
Steroid onszeit} p.a. Merck | AnalaR p.a. Merck | AnalaR 
(Min.) Gesamt-UV Gesamt-KS 
| | 
Cortison . ..| 10 . 92 97 Lae 
Prednison . . 30 94 90 119 117 
Prednisolon . . 30 76 77 89 90 
9x-Fluor-hydro- 
corlison . . 30 53 70 56 62 
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In Untersuchungen tiber Veranderungen des Dehydroepiandroste- 
rons bei der Wismutatoxydation erértern Breuer und Nocke™ auch 
die Bedeutung verschiedener Praparate von Natriumwismutat. Aus 
diesem Grunde haben wir in einer Versuchsreihe mit englischem* 
(AnalaR) und deutschem Natriumwismutat (p. a. Merck) 30 bzw. 10 Min. 
oxydiert. Die Ergebnisse (Tab. 2) stimmen in den Werten der Zimmer- 





* Wir danken Herrn Dr. Breuer fiir die Uberlassung einer kleineren Ver- 
suchsmenge. 
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mann-Reaktion relativ gut tiberein. Die Ausbeute an A*4-3-Ketosteroid 
ist jedoch bei den instabileren Steroiden Cortison und Fluor-hydro- 
cortison mit p. a. Merck-Wismutat geringer als mit dem AnalaR-Praparat. 

Bei Prednison und Prednisolon treten solche Unterschiede nicht in 
Erscheinung. Hinsichtlich der prozentualen Wiederfindung an zu er- 
wartendem Oxydationsprodukt fiihrt aber auch das AnalaR-Praparat 
bei 10 und 30 Min. langer Oxydation nicht zu befriedigenden Ergebnissen. 

Wie eingangs erwaihnt, war das Ziel unserer Untersuchungen, die 
Wismutatoxydation als eine weitere Méglichkeit zur Charakterisierung 
und quantitativen Bestimmung von C,,-Steroiden in Gewebeextrakten 
nach Stoffwechselversuchen heranzuziehen. 


Zur Priifung dieser Méglichkeit wurden in einer ersten Versuchsreihe (5 x 2 Ge- 
fiBe) Cortison, Hydrocortison, Prednison, Prednisolon und 9«-Fluor-hydrocortison 
(je 0,5 mg) einer Krebs-Henseleit-Ringer-Phosphatlésung (3 ml je GefaéB) zugesetzt 
und mit Chloroform extrahiert. In gleicher Weise wurde mit einer zweiten Ver- 
suchsreihe verfahren, in der die Pufferlésung je GefiB noch 100 mg Leberschnitte 
(Ratte) zusaitzlich enthielt. Nachdem mit einem aliquoten Teil der methanolischen 
Lésung des Chloroformextraktriickstandes die Vollstandigkeit der Extraktion in 
beiden Versuchsreihen festgestellt worden war, wurde die Wismutatoxydation 
(2 g NaBiO,, Oxydationszeit 1 Min.) durchgefiihrt. 


Die Ergebnisse zeigt Tab. 3. Wie man sieht, ist die Wiederfindung 
der C,,-Steroide als definierte 17-Ketosteroide in beiden Versuchsreihen 
gleich gut. 

Tab. 3. Vergleich der Wiederfindung von C,,-Steroiden (0,5 mg) aus Puffer- und 


Gewebeextrakten als 17-Ketosteroide nach Wismutatoxydation. Bei den Zimmer- 
mann-Werten wurden die in Tab. 4 angegebenen Farbaiquivalenzfaktoren beriick- 











sichtigt. 
Ausbeute an zu erwartendem Oxydationsprodukt 
in Prozenten gemessen als 
Papierchromatographisch 
Eingesetztes Steroid Gesamt-KS identifiziertes 
17-Ketosteroid 
Puffer- Gewebe- Puffer- Gewebe- 
extrakt extrakt extrakt extrakt 
Coe. i a 99 100 107 105 
Hydrocortison ... . 97 97 96 97 
Prednison ...... 91 97 90 92 
Prednisolon ..... 102 100 108 106 
9x-Fluor-hydrocortison 96 97 102 104 














Es ]aBt sich also unter unseren Bedingungen die Wismutatoxydation 
auf Gewebeextrakte bei Schnittversuchen und, wie wir weiterhin in 
orientierenden Versuchen feststellten, auch auf Extrakte von Organ- 
Perfusaten anwenden. 

Wir haben aus den genannten fiinf C,,-Steroiden die entsprechenden 
17-Ketosteroide durch Oxydation mit Natriumwismutat praparativ dar- 
gestellt, um die Absorptionskurven der Zimmermann-Chromogene von 
aquimolaren Mengen dieser Praiparate mit der von Dehydroepiandro- 
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roid steron qualitativ und quantitativ in Vergleich setzen zu kénnen (Abb. 3). 
dro- Die gefundenen prozentualen Farbaquivalente bezogen auf eine aqui- 
rat. molare Menge Dehydroepiandro- 
t in 0500 steron sind mit den Aquivalenzfak- 
er- toren in Tab. 4 aufgefiihrt. 
rat | Anhangsweise sei erwahnt, daB 
sen. E wir in Abb. 1 a—e die in der Tab. 4 
die 0400 angegebenen Aquivalenzfaktoren 
ang bewuBt nicht beriicksichtigt haben, 
ten weil, wie schon dargelegt, bereits 
nach kurzfristiger Oxydation meh- 
Ge- 0200 rere Zimmermann-positive Reak- 
ison ~ tionsprodukte entstehen von wahr- 
= scheinlich unterschiedlicher Farb- 
itte aquivalenz. 
hen Fiir die Forderung dieser Arbeit 
3 - ae sind wir Herrn Professor Dirscherl] sehr 
non zu Dank verpflichtet. 
Ing 
len 100 
ind Abb.3. Absorptionskurven der Zimmer- 
er- 400 «6450 «©6500 ~=— «550 ~«3S 600 ~3Ss« 650.:~«SC mMann-Chromogene aquimolarer Mengen 
ck mi von 17-Ketosteroiden. 
5 
| 5 2 Dehydroepiandrosteron 
fe) fe) Adrenosteron 
ch ————-9—---9—-—-—-— 4!-Adrenosteron 
ere err ie se«s ++ 11-Hydroxy-androstendion 
—- Oo — + -—o —- -—_ 4!-11-Hydroxy-androstendion 
—-— 92 — -— 92—-——_- 9«-Fluor-11-hydroxy-androstendion. 
Tab. 4. Farbiquivalente der mittels Wismutatoxydation aus C,,-Steroiden dar- 
gestellten 17-Ketosteroide. 
Bezugsbasis: Dehydroepiandrosteron 
Prose ntuale Farb- Aquivalenz- 
: Aquivalenz falitaw 
on aquimolarer Mengen 
v4 Dehydroepiandrosteron ....... 100 1,00 
Adrenosteron ......... ones 95 [97]* 1,06 
4M'-Adrenosteron .......... 118 0,85 
on 1l-Hydroxy-androstendion. ..... 70 [69]* 1,43 
r- 4'-11-Hydroxy-androstendion Kx 95 1,06 
" 9«-Fluor-11-hydroxy-androstendion . . 70 1,43 


*) Siehe auch Zitat 9. 
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Zusammenfassung 


Zur summarischen Erfassung von 17-ketogenen Steroiden im Harn 
ist die Wismutatoxydation unter den von Norymberski und Mit- 
arbeitern angegebenen Bedingungen gut geeignet, sie ist jedoch unzu- 
reichend fiir die Identifizierung. 

Daher wurden der zeitliche Verlauf der Oxydation von Cortison, 
Hydrocorticon, Prednison, Prednisolon und 9«-Fluor-hydrocortison bei 
einer Steroid-Wismutat-Relation von 1:4000 untersucht und die opti- 
malen zeitlichen Bedingungen, unter denen ein einheitliches definiertes 
Oxydationsprodukt entsteht, festgelegt (Oxydationszeit 1—3 Min.). Die 
zu spateren Zeitpunkten zusitzlich auftretenden Oxydationsprodukte 
wurden papierchromatographisch getrennt, quantitativ bestimmt und 
zum Teil identifiziert. 

Die Wismutatoxydation ist unter den von uns festgelegten Be- 
dingungen auch auf Gemische von Reinsubstanzen sowie auf Gewebe- 
extrakte als Mittel zur Identifizierung anwendbar. - 

Fir die aus den genannten C,,-Steroiden praparativ dargestellten 
entsprechenden 17-Ketosteroide werden FR jarenosteron- Werte, die Absorp- 
tionskurven der Zimmermann-Chromogene und die Aquivalenzfaktoren 
angegeben. 

Summary 


For an aggregate analysis of all 17-ketogenic steroids in urine, 
bismuth oxidation as described by Norymberski and coworkers is 
well adapted. The method is however insufficient for their identification. 

For that reason, the time course of the oxidation of cortisone, 
hydrocortisone, prednisone, and 9x-fluorohydrocortisone was studied 
at a steroid bismuth ratio of 1:4000. The optimal conditions of 
time were ascertained yielding uniform and defined oxydation pro- 
ducts ( idation). Oxidation products arising from prolonged 
reaction were separated paper chromatographically, determined quanti- 
tatively, and identified in part. With conditions developed by us this 
bismuth oxidation is applicable to mixtures of pure substances as well 
as tissue extracts for identification purposes. 

Raarenosterone-Values, absorption spectra of Zimmermann’s chromo- 
gens, and equivalent factors are reported for all 17-ketosteroids 
prepared from the C,,-steroids mentioned above. 
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Untersuchungen an einer Desoxyribonucleinsaure 
aus Heringsspermatozoen 


Von 
Rudolf K. Zahn 
Aus dem Institut fiir Vegetative Physiologie der Universitét Frankfurt a. M. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. April 1958) 


Herrn Professor Dr. K. Felix zum 70. Geburtstag 


Da von Desoxyribonucleinséuren (DNS) in der biochemischen Lite- 
ratur stets nur Teilanalysen ver6ffentlicht werden und in physikalisch- 
chemischen Untersuchungen auch diese Teilcharakterisierung oft noch 
unterbleibt, ist die Beziehung zwischen Reinheit und Eigenschaften in 
dieser Stoffklasse etwas vage. Wir haben daher, bevor wir weitere Ver- 
suche anstellten, die von uns gewahlte DNS aus Heringsspermatozoen 
der Elementaranalyse unterworfen und die Bilanz aufgestellt. 

Unser Praparat wurde nach der in friiheren Arbeiten! benutzten 
Methode dargestellt und so lange gereinigt, bis ein méglichst hohes 
Basen/Phosphor-Verhaltnis bei einem méglichst niedrigen N/P-Verhalt- 
nis vorlag (Tab. 1 und 2). 


Tab. 1. Basengehalt von Herings-DNS (in Mol/100 Atome P). 
Vergleich eigener Werte mit denen anderer Autoren (zit. nach Chargaff?). 




















Testes Spe — 
eigene Versuche 
1. ¢.3 1. 3 1. c.4 ]. e.14 
PIRES PELE Oe aig 27,2 27,9 27,8 27,9 + 0,7 
OE PSR ad 19,3 19,5 22.2 22,2 + 0,8 
CPO 5 a cerdoern 4) dase winjetho 22,3 21,5 20,7 20,3 + 0,9 
5-Methyl-cytosin . ..... 2.7 2,8 1,9 1,9 + 0,1 
Lh 3, 221 1 eR i aerate 28,6 28,2 27,5 27,1 + 1,6 
Molares Verhaltnis 
Basen/Phosphor .... . 0,92 0,90 0,91 0,95 + 0,04 


1 a) K. Felix, H. Fischer, A.Krekels u. R. Mohr, diese Z. 287, 224 [1951]; 
b) dieselben, diese Z.289, 10[1951];c) K. Felix, H. Fischer u. A. Krekels, diese Z. 
289, 127 [1951]; d) K. Felix, I. Jilke u. R. K. Zahn, diese Z. 308, 140 
[1956]. 

2 E. Chargaff u. J. N. Davidson, The Nucleic Acids I, 8. 357, Acad. Press, 
New York 1955. 

38. G. Laland, W. G. Overend u. M. Webb, J. chem. Soc. [London] 
1952, 3224. 

4G. R. Wyatt, Biochem. J. 48, 584 [1951]. 
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Tab. 2. Prozentvale Zusammensetzung der DNS. 
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DNS vor der 


DNS nach der 


Berechnet auf Grund 
des Basengehaltes fiir 

















Hydrolyse Hydrolyse Base/Phosphor = 1 
c 35,2 + 0,2* _ 35,6 
N Vem i ae 15,35 + 0,25 15,7 
O —_ se 29,1 
H 2,9 + 0,2* -- 3,36 
P 9,4 +0,1* 9,31 + 0,3 9,33 
Na 68 +0,1 = 6,9 





Summe 99,9 


Adenin 10,50 + 0,42 Thymin 9,63 + 0,17 Summe der 
Guanin 9,45 + 0,25 5-Methyl-cytosin 0,67 + 0,01 Basen 36,91% 
Cytosin 6,44 + 0,15 Uracil ( ?) 0,22 + 0,02 


Diesmal achteten wir besonders darauf, die DNS nie einer zu 
niedrigen Ionenstiarke auszusetzen. 

Die an 6 Chargen durchgefiihrten 100 Nucleinbasenanalysen stimm- 
ten von den Literaturwerten am besten mit denen von Wyatt iiber- 
ein, was wohl einfach darauf zuriickzufiihren ist, daB aus Sperma leichter 
eine gut definierte DNS darzustellen ist als aus den Testes. 

In unseren Chromatogrammen wanderte zusammen mit dem 
5-Methyl-cytosin noch eine unbekannte Base mit einem dem Uracil 
ahnlichen Spektrum. Die unbekannte Base macht auf 100 Mol nur etwa 
0,6 Mol aus, wenn man annimmt, das die Substanz die Extinktion 
des Uracils besitzt. 

Auf die Basenwerte haben wir eine theoretische Berechnung der 
elementaren Zusammensetzung bezogen und in Tab. 2 dem Ergebnis 
der Elementaranalyse gegeniibergestellt. 

Bei dem Vergleich wurde, wie Chargaff* vorschligt, vorausgesetzt, 
das jedem Mol Phosphor ein Mol Nucleotid entspricht. Tatsachlich 
haben wir aber auf 100 Mol Phosphor nur 95 Mol Nucleinbasen gefunden. 
MOglicherweise liegt hier ein echter PhosphorséuretiberschuB vor. 

Nimmt man jedoch an, daB 5 Mol Nucleinbasen bei der Hyd rolyse 
durch Zersetzung oder bereits vorher durch enzymatische Einwirkung 
verloren wurden und schreibt ihnen dieselbe mittlere Zusammensetzung 
wie dem Hauptteil zu, so stimmen die danach berechneten Werte fir 
die Elementarzusammensetzung mit denen der Analyse gut tiberein 
(s. Tab. 2). Lediglich beim Wasserstoff ergibt sich eine gewisse Ab- 
weichung. 

Wir glauben nicht, daB in der DNS neben den gefundenen Bau- 
steinen noch andere, vielleicht unbekannte Substanzen vorhanden sind. 


* Diese Analysen wurden dankenswerterweise vom analytischen Labor der 
Farbwerke Hoechst AG ausgefiihrt (je 2 Werte). 
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Die starke Asymmetrie der Nucleinsiuremolekiile® und ihre Polaritat® 
bedingen ihr chemisches und physikalisch-chemisches Verhalten. Sowohl 
der geometrische als auch der elektrische Faktor lassen sich durch Vis- 
kositaétsmessungen festlegen’. Obwohl in der Literatur eine Reihe hervor- 
ragender Arbeiten iiber die Viskositat der Nucleinsiuren existiert®, ist 
es wiinschenswert, die Anzahl der Messungen zu erweitern und vor allem 
solehe MeBreihen durchzufiihren, die Vergleichbarkeit der Werte er- 
lauben. 

Unsere Versuche wurden mit einem eigens konstruierten Kapillar- 
viskosimeter, das Proben von 0,4 ml zu messen gestattet, durchgefihrt. 
Die Abhangigkeit der Viskositaét der untersuchten DNS vom Strémungs- 
gradienten (Abb. 1) bestatigt die bekannte Asymmetrie dieser Natur- 























Abb. 1. Abhangigkeit der Viskositaét der 254 

DNS vom (mittleren) Strémungsgradien- ." | 

ten. Abszisse: mittlerer Strémungsgra- 20 

dient in sec—1, Ordinate: spezif. Viskosi- é! 

tat der 0,02-proz. DNS aus Heringsper- 15 F 

matozoen in einer Lésung von 1% NaCl 4 mG 
ig haibamincai 0 1000 ~~ 


stoffe. Der Kurvenverlauf ist mit den von Schwander® veroffentlichten 
Bildern qualitativ vergleichbar; unsere Werte liegen im ganzen jedoch 
hdher. Wir deuten das als einen Ausdruck einer hoheren Asymmetrie 
unserer Priparation. Es wire grundsiatzlich jedoch auch méglich, daB 
hohere Viskositaét auf sekundire Vernetzung nach teilweiser Beschadi- 
gung des Priparates hinweist. Dann sollte Thixotropie beobachtet 
werden.® 

Wir kénnen Vernetzung aus zwei Griinden ausschlieBen. Erstens 
haben wir ein registrierendes Strémungsviskosimeter konstruiert, in dem 
die DNS-Lésung hin- und hergepumpt wurde, waihrend der Stromungs- 
druck iiber einen Blutdruckschreiber auf einem beru8ten Kymographion 
geschrieben wurde. Bei raschem Hin- und Herpumpen hatte eine thixo- 
trope Viskositat abfallen miissen, sie blieb jedoch konstant. Zweitens 
ist es uns inzwischen gelungen, routinemaBig alle DNS-Molekiile einer 
Lésung elektronenmikroskopisch darzustellen!®, wobei wir keine Ver- 
netzungen und nur wenige Verzweigungen finden. Jedoch gewinnen die 
physikalisch-chemischen Untersuchungen erneute Bedeutung, da die 


5 Y. Kawade u. J. Watanabe, Biochfm. biophysica Acta [Amsterdam] 
19, 513 [1956]. 

6 B. E. Conway u. J. A. V. Butler, J. Polymer Sci. 12, 199 [1954]. 

7 H. Staudinger, Organische Kolloidchemie, F. Vieweg & S., Braunschweig 


8 S. Zamenhof u. E. Chargaff, J. biol. Chemistry 186, 207 [1950]. 

® H. Schwander, Helv. chim. Acta 32, 2510 [1949]; G. Vallet u. H. 
Schwander, Helv. chim. Acta 82, 2508 [1949]. 

10 R. K. Zahn, H. Kleinschmidt u. A. M. al Ajwadi, unverdéffentlicht. 
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mittlere Linge und die Lingenverteilung der DNS-Molekiile unserer 
Praparationen z. Zt. elektronenoptisch vermessen werden. 

Unsere Befunde iiber die Abhingigkeit der Viskositat der DNS- 
Lésungen von der Ionenstirke stimmen mit denen von Signer und 
Schwander'"! iiberein. Die Viskositat sinkt bei héheren Ionenstirken, 
wo der elektrische Einflu8 geladener Gruppen aufeinander geringer wird, 
erheblich ab; die gegenseitige Stérung der Molekeln wird also geringer*®. 
Leider andert sich bei dem verwendeten Typ des Kapillarviskosimeters 
mit der Viskositaét auch der Strémungsgradient. 
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20 % Abb. 2. pu-Viskositaitskurve der DNS 
(0,02% DNS, 1% NaCl, 25°). 
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Fiir das Arbeiten mit DNS ist es erforderlich, die pa-Stabilitat 
des Priparates zu kennen. Die px-Viskosititskurve (Abb. 2), die hier 
Auskunft gibt, kann in Extremfillen zwei verschiedene Formen an- 
nehmen. Bei raschem Saurezusatz mit schneller Viskosititsmessung er- 
gibt sich eine starke Viskosititserhéhung bis zum doppelten Wert bei 
pu 5,0. Auf Grund der hohen Thixotropie nehmen wir an, daf hier 
zunachst innermolekulare Wasserstoffbriicken gespalten werden, was 
sekundar zur Ausbildung intermolekularer Vernetzung fiihrt. Bei lang- 
samer pu-Verschiebung bleibt die ViskositétserhOhung auf der sauren 
Seite fast ganz aus. Fir Werte unter px 4,5 sinkt die Viskositaét sehr 
stark, wofiir zwei Ursachen angenommen werden kénnen. Einmal wird 
die Dissoziation der Sauregruppen der Phosphatreste zuriickgedrangt. 
Infolge der dadurch bedingten Verminderung der elektrischen Ab- 
stoBung nimmt die Starre und die Streckung des Molekiils ab, und damit 
wird die viskosimetrisch wirksame gréBte Lange vermindert. 

Die zweite Ursache liegt in einer Spaltung der DNS-Molekiile. Dies 
kann daraus gefolgert werden, daB bei Wiederherstellung des neutralen 
pu die nicht-thixotrope Ausgangsviskositaét nicht wieder erreicht wird. 
Unser Praiparat wird von uns aus all diesen Griinden nur im px-Bereich 
von 6,0—8,5 bei Ionenstarken iiber 0,1 als stabil angesehen. Unterhalb 
von pu 6,0, insbesondere bei niedrigen Ionenstirken, wird die DNS offen- 
bar verindert. Hierher gehort auch die 2unehmende Alkoholléslichkeit 
in salzfreiem Zustand. 


1 R. Signer u. H. Schwander, Helv. chim. Acta 82, 853 [1949]. 
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Um dies naher zu untersuchen, haben wir ein salzfreies Praparat 
durch Schnellentsalzung an Ionenaustauschern hergestellt. Dieses Pra- 
parat lief bei einem py von etwa 2,8 als leicht opaleszierende Loésung 
von der Ionenaustauschersaule ab. Zusatz von Neutralsalz oder Mineral- 
siiure verursachte Fallung, Zusatz von Athanol bis zu 80°% rief jedoch 
keine Fallung hervor. Zugabe von 3-10~4 Mol NaCl zu 500 mg entsalzter 
DNS in 80-proz. Athanol fiihrte zu flockiger Fallung, die sowohl 98° 
der DNS als auch des NaCl mitnahm. Daraus ergab sich, daB hier 5 Mol 
Nucleotid mit 1 Mol NaCl reagiert hatten. 
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Abb. 3. Fraktionierung der entionisierten DNS mit n/10-HCl (vgl. Tab. 4). 


Man kann diese beobachtete Fallung auch in Schritten vornehmen, 
wobei es zu einer Fraktionierung der Nucleinsiure kommt. Das 1: 1-Ver- 
haltnis von Purin- zu Pyrimidinnucleotiden in den einzelnen Fraktionen 
wird sehr stark verschoben. In einer Fiallungsreihe ergab sich jedoch 
keine monotone Verschiebung, die Funktion ist vielmehr mehrgipfelig, 
vermutlich weil hier zwei GréBen maBgebend sind: Bruchstiicklange 
und -zusammensetzung. In der Molekiilzusammensetzung miiBte gerade 
die Herings-DNS eine Sonderstellung einnehmen, da ihr Partner, das 
Clupein, besonders einfach gebaut ist. Falls genetische Beziehungen 
zwischen dem Clupein und der DNS bestehen, sollten den periodischen 
Arginin-Strecken im Protamin analog wiederkehrende Nucleotid- 
Sequenzen entsprechen. Leider werden solche Untersuchungen durch die 
schlechte Reproduzierbarkeit der einzelnen Versuchsreihen erschwert, 
die daher riihrt, daB infolge des niedrigen px die gewonnenen Fraktionen 
immer weiter zerfallen. Die hier diskutierten Fraktionen sind daher als 
Fraktionen mit Maximalunterschieden anzusehen (Abb. 3). Diese Maxi- 
malunterschiede verwischen sich bei weiterem Abbau immer mehr, da 
die Wahrscheinlichkeit, eine kiirzere Nucleotidsequenz auch in der 
Nachbarfraktion zu finden, mit abnehmender Bruchstiickgro6Be wachst. 

Da die einzelnen Fraktionen unterschiedlich mit Clupein rekom- 
binierten, hat es uns interessiert zu erfahren, inwieweit der Molekiilbau 
erhalten geblieben ist. Dabei gelang es, aus den Fraktionen 3,7, 8 und 9 
noch Faden zu ziehen. Die Réntgenbeugungsdiagramme der Frak- 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 313 6 
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tionen 3,7 und8 zeigten noch deutlich geordneten Bau, wobeialle typischen 
Beugungsreflexe vom B-Typ erhalten sind*. Es muB also angenommen 
werden, daB hier Bruchstiicke mit Zwillingsbau erhalten wurden, die 
méglicherweise so geformt sind, daB die beiden Nucleotid-Ketten nach 
beiden Seiten frei, evtl. sogar unterschiedlich weit aus dem Bruchstiick 
herausragen. Fiir solche Fraktionen, die iiberwiegend Purin- oder 
Pyrimidin-Nucleotide enthalten, konnte in keinem Fall der Zwillings- 
bau nachgewiesen werden. Hier handelt es sich wohl um freie einfache 
Polynucleotidketten. Das Zerbrechen des DNS-Molekiils wird z. Zt. von 
uns statistisch weiter untersucht. 

Die Fraktionierung der entsalzten Herings-DNS 148t also auf Pri- 
dilektionsstellen schlieBen. Beim Bruch des Zwillingsmolektils kénnen 
dabei zwei Arten von Bruchstiicken entstehen, naimlich einmal solche 
mit Zwillingsstruktur und einfache Nucleotidketten. Méglicherweise ist 
dies Verhalten ein Ausdruck fiir einen dem DNS-Partner Clupein ent- 
sprechenden Bau. 

Beschreibung der Versuche 
Das Natriumsalz der DNS wurde wie friiher beschrieben dargestellt'*. 


Chemische Analyse 

Biuret- und Sakaguchi-Reaktion!? waren negativ. 24 stdg. Hydrolyse mit 
5-n. HCl bei etwa -100° und Papierchromatographie einer 3-mg-Probe pro Fleck 
lieferte nur einen deutlichen Glykokoll- Fleck’. 

Weder in Lésung noch in der Asche war Chlor nachweisbar. 

Der Alkaligehalt wurde flammenphotometrisch® zu 6,8 + 0,1% Na® 
(5 Werte) gefunden. 

Zur Stickstoff- und Phosphor- Bestimmung wurde im Hochvak. bei 110° 
getrocknet. Fiir die N-Bestimmung nach Parnas und Wagner! wurde 3 Stdn. 
mit Selenschwefelsiure verascht. Der Phosphor wurde nach Allen’ bestimmt. 

Gef. N 15,34 + 0,08%; P 9,30 + 0,06% (je 5 Werte) 

Ammoniak war nicht nachweisbar. 

Zur chromatographischen Analyse wurden 30—40 mg im Hochvak. getrock- 
neter DNS mit 0,5 m/ Ameisensaure (p. a., 98°) in einer 10-cem-Ampulle 40 Min. 
bei 175° hydrolysiert. Danach wurde die Ameisensiure abgepumpt und der Riick- 
stand in 0,5 ml n-HCl gelést ; hiermit wurden 10 Chromatogramme zur Bestimmung 
des Methyleytosins auf Schleicher & Schiill 2043a angesetzt. Die Flecken wurden 
mit einem Lésungsmittelgemisch nach Wyatt‘, aufsteigend, bei 21° zweimal 
entwickelt und ausgewertet. Daraus ergibt sich dann ein Gehalt, bezogen auf die 
Ausgangs-DNS, von 0,67 + 0,10% Methylcytosin (4 Werte aus 40 Chromato- 
grammen). 

Kin weiterer Fleck einer vorliufig nicht identifizierten Base, etwa der Uracil- 
position entsprechend?*, ergab einen Gehalt von 0,22 + 0,02% Uracil (4 Werte 
aus 40 Chromatogrammen). 


12 H. T. Macpherson, Biochem. J. 36, 59 [1942]. 

13H. J. Hiibener, H. Kreuziger u. R. Heintz, Z. exper. Med. 119, 
523 [1952]. 

14 J. K. Parnas u. R. Wagner, Biochem. Z. 125, 253 [1921]. 

15 R. J. L. Allen, Biochem. J. 34, 858 [1940]. 

16 R. K. Zahn, Habilitationsschrift, Universitat, Frankfurt am Main 1956. 

* Ich danke Dr. Alexander Rich und Dr. F. H. C. Crick fiir die Aus- 
fiihrung der Réntgenbeugungsdiagramme. 
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MoOglicherweise ist diese Base aus Methylcytosin entstanden, da ihr Anteil 
bei langerer Hydrolyse auf Kosten des Methylcytosins wachst. Zur Bestimmung 
der andern Nucleinbasen wurde das verbliebene Hydrolysat weiter mit 0,5 ml 
n-HCl verdiinnt und dann wie oben chromatographiert. Es ergaben sich dann die 
in Tab. 2 angegebenen Werte (je 20 Werte aus 200 Chromatogrammen). 

Die Reste der Hydrolysen wurden zur chemischen Vergleichsanalyse ver- 
wendet und die in Tab. 3 aufgefiihrte Bilanz erhalten. 


Tab. 3. Bilanz (je 3 Werte). 























Stickstoff In mg In % 
Vorgegeben 32,6 + 0,05mgDNS .... 5,000 + 0,008 100 + 0,16 
Nach Bydrolyse gel, 2s. 5 ws 2 ws 5,003 -+ 0,084 100 +1,7 
Als Basen-N laut Chromatogramm gef. . . 4,800 + 0,174 96 + 3,5 
AUSU Man mer.. fh dw BE sec) yh bate. 0,125 + 0,006 2,5 + 0,1 
Summe 4,925 + 0,180 98,5 + 3,6 
Phosphor 
Vorgegeben 32,6 + 0,05mgDNS..... 3,032 + 0,049 100 +1,6 
Nach Hydrolyse gef.. .......... 3,035 + 0,097 100,1 + 3,2 
Basen 


Auf 100 Mol P wurden gef.: 94,8 + 3,8 Mol Basen. Es ergaben sich folgende 
Quotienten: 


A+T - 4 A 2 ; 
G+C+4 MC => 1,25 + 0,10; T => 1,04 oh 0,09; 
G 
C+ MC = 0,99 “+ 0,08 
Purine z Purin-N F 
‘Pyrimidine ~ 10% + 9-18; Pyrimidin-N ~ 211 £017 
Es bedeuten A = Adenin, @ Guanin, MC = Methyleytosin, C — Cytosin, T — Thymin. 


Entsalzung und Fraktionierung der DNS 


1 Vol. Amberlite IRC 50 oder IR 120, H®-Form, wurde mit 2 Vol. Anionen- 
austauscher (IRA 400), OH®-Form, gemischt und damit ein 12 mm weites Glasrohr 
etwa 30cm hoch gefiillt. 500 mg DNS, in 100 ml Wasser gelést, wurden in etwa 
10 Min. durch die Saule geschickt. Die auslaufende opaleszierende DNS-Lésung 
wurde flammenphotometrisch auf Alkali- und Erdalkalikationen gepriift. Der Ge- 
halt lag unter 0,005% Na®. Diese Lésung wurde mit 50 ml absol. Athanol und 
mit Wasser auf 500 ml gebracht und dann n/10-HCl in Portionen so zugesetzt, 
daB méglichst gleich groBe Fraktionen entstanden, nach jeder Zugabe bei etwa 
40000 x g (10 Min., 0°) zentrifugiert und der Niederschlag jeweils gefriergetrocknet. 
Von jedem der 10 Niederschlage wurden Trockengewicht, N und P bestimmt. 
Ein Anteil der getrockneten Fraktionen wurde hydrolysiert und chromatographiert. 
Jeweils 6 Chromatogramme wurden unter Vernachlassigung von Methylcytosin 
und der unbekannten Base zusammen wie oben beschrieben ausgewertet. 

Es ist méglich, auch aus den Chromatogrammen ein N/P-Verhaltnis zu er- 
rechnen, wenn man die Annahme macht, daB auch in den Fraktionen jedem 
Molekiil Base ein Atom P entspricht. Solche Nachrechnung ergibt Ubereinstim- 
mung, die besser als + 2,5% ist. 

6* 
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Tab. 4. Analyse der DNS-Fraktionen (vgl. auch Abb. 3). 





























mg Trok- prozentuale Verteilung 
Frak- | ml n/10- | kensubst. oN |% P | gN/gP der Basen 
tion | HCl Zug.| im Nie- . se oe 
Nr. derschlag A T G C 
1 0,0 50,0 15,2 | 9,2 | 1,65 | 28 27 22 23 
2 0,8 39,0 20,2 | 9,2 | 2,20 | 46 5 49 0 
3 1,6 60,0 15,0 9,1 | 1,65 24 26 22 28 
4 2,2 49,5 20,7 9,4 | 2,20 45 3 50 2 
5 3,1 42,0 17,0 8,8 | 1,83 29 20 32 19 
6 3,9 61,5 12,6 | 9,8 | 1,29 6 44 10 40 
7 4,7 45,0 15,9 | 9,0 | 1,77 | 29 23 30 18 
8 5,5 45,0 16,5 | 9,4 | 1,77 | 27 24 31 18 
9 6,3 48,0 15,6 | 10,0 | 1,57 21 38 22 19 
10 8,6 62,0 13,2 9,6 | 1,37 11 48 15 26 








Beschreibung und Eichung des Viskosimeters 
Die Viskositaét wurde in einem Kapillarviskosimeter mit 0.390 ml Strémungs- 
volumen bei einem Strémungsdruck von 204mm Wassersiule (2-10! dyn/qem) 
(s. Abb. 4) unter konstanten Druck- und Temperaturverhaltnissen gemessen. 
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Abb. 4. Abmessungen des Viskosimeters. Alle Angaben in mm. 


Die Strémungszeit des MeBvolumens war in beiden Richtungen gleich. Die 
Kontrolle der meBbaren GréBen nach der Formel von Hagen-Poiseuille in der 
Modifikation von Wiedemann und Hagenbach” ergab Ubereinstimmung mit 
der Theorie. Der Turbulenzeinsatzpunkt wurde berechnet und gefunden, daB die 
kritische Reynoldssche Zahl nur bis 0,03 erreicht wurde. Die ausgefiihrten Mes- 
sungen wurden also:mit Sicherheit im Bereich Newtonscher Strémung (I. c.’, 
u. zw. 8S. 207) gemacht. Eine Absolutwert-Eichung des Viskosimeters wurde mit 
genau bekannter Glycerinlésung durchgefiihrt. 

Fir den Viskositatsschreiber wurde als Strémungskapillare ein elek- 
trischer Isolierschlauch aus Polyvinylchlorid von etwa 0,5 mm lichter Weite und 
etwa 60 cm Lange verwendet. Im Thermostaten wurde die MeBlésung durch die 
Injektionsspritze eines Infusionsgerates* durch die Kunststoffkapillare gepumpt. 
Die Wicklungen des antreibenden Kollektormotors waren auf einen Polwende- 
schalter gelegt worden, gegen den der Spritzenstempel anlief und schlieBlich das 
Feld umpolte, worauf der Motor im umgekehrten Drehsinn bis zur neuerlichen 
Umpolung lief usw. Die MeBlésung wurde so in der Kapillaren hin und her gepumpt, 


17 Houben-Weyl, Methoden der organ. Chemie, 4. Aufl., G. Thieme, 
Stuttgart 1955, Bd. III/1, 8. 437. 
* Dauerinfusionsgerat der Fa. B. Braun, Melsungen. 
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wobei an ihren Enden Druckdifferenzen auftreten, die bei der herrschenden lami- 
naren Str6mung der Viskositét proportional sind. Der auftretende Strémungs- 
druck bewirkte die Verschiebung einer Hg-Saiule mit Kunststoffschwimmer, der 
mit einem auf ein RuB-Kymographion wirkenden Schreibhebel verbunden war. 
Eine Absolutwert-Eichung des Viskositatsschreibers wurde nicht vorgenommen. 
Viskositatsanderungen von 1°/)/Stde. konnten sicher nachgewiesen werden. 


Abhangigkeit der Viskositat der DNS vom mittleren Strémungs- 
gradienten 

20 mg DNS wurden in einen 100-ml-MeBkolben eingewogen, mit etwas 1-proz. 
NaCl-Lésung, px 6,5, in Lésung gebracht, am Vak. entgast, mit entgaster Salz- 
lésung zur Marke aufgefiillt, bei 5000-g 20 Min. von Schwebestoffen freizentri- 
fugiert und von dieser Lésung eine Probe von 1 m/ entnommen und in den waage- 
recht stehenden Teil eines Viskosimeterschenkels eingefiillt. Die Messungen wurden 
bei 25° durchgefiihrt. 

Die Viskositat des Lésungsmittels (1% NaCl in Wasser, px 6,5) bei 25° ist 
No = 0,897 Centipoise, die der Lésung 7, ergibt sich durch Multiplikation 
der DurchfluBzeit mit dem Faktor 1,157. nsp = (nz, — mo)/No ist die spezif. Vis- 
kositat!®. 


Tab. 5. Abhangigkeit der Viskositat der DNS vom mittleren Strémungsgradienten 
(ygl. auch Abb. 1). 




















Mittl. Stré- 
Strémungsdruck DurchfluB- mungs- 
zeit NL "sp gradient 
mm Wasser- | dyn/qem dv sec-} 
sdule Ap:104 sec dy 
128 1,30 270,2 3,12 2,42 260 
160 1,63 230,0 2,66 1,92 380 
204 2,00 202,8 2,35 1,57 530 
286 2,92 170,2 1,97 1,16 920 
410 4,17 159,4 1,84 1,02 1410 
440 4,47 157,6 1,82 1,00 1530 





Abhangigkeit der Viskositat der DNS von der Ionenstarke 
der Lésung 
In der gleichen Weise, wie im vorigen Abschnitt beschrieben, wurde die spezif. 
Viskositat einer 0,02-proz. DNS-Lésung bei verschiedenen NaCl-Konzentrationen 
gemessen. Das Ergebnis entspricht ganz der von Signer und Schwander"! be- 
schriebenen Abhangigkeit. 


Abhangigkeit der Viskositat der DNS vom px der Lésung 

Bei der Untersuchung der Abhangigkeit der Viskositat vom py der DNS- 
Lésung machen sich bei Werten oberhalb von pq 7,5 und besonders unterhalb 
von 5,5 irreversible Anderungen bemerkbar, die mit der Zeit stetig fortschreitend, 
die Messung erschweren. Deswegen wurde zu Portionen von 25 ml 0,01-proz. 
DNS-Lésung eine vorher ermittelte Siure- oder Laugenmenge zugesetzt und die 
pu- und die Viskositétsmessung gleichzeitig vorgenommen (Abb. 2). 

Zu Anfang, als wir die Séure zu schnell zusetzten, beobachteten wir einen 
Viskositatsanstieg auf etwa den doppelten py-7,0-Wert. Zunaichst war hier zu 
vermuten, daB es zur Erhéhung der Molekiilzahl ohne Kettenverkiirzung durch 
Spaltung von Wasserstoffbriicken gekommen sei. Jedoch erwies sich ein solcher 


18 H. Staudinger u. W. Heuer, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 222 [1930]. 
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Viskositatsanstieg im ,,Pumpversuch“ als thixotrop, was auf zwischenmolekulare 
Vernetzung, wie sie Gele zeigen, hindeutet. Nach langsamem Saurezusatz bei 
Zimmertemperatur unter Riihren unterblieb der Effekt. Eine geringe Viskositats- 
erhéhung auf der sauren Seite, wie sie sich in unserem Falle zeigt (s. Abb. 2), 
wird auch in den Bildern anderer Autoren! sichtbar. 


Zusammenfassung 


Die Analyse einer DNS aus Heringsspermatozoen wird vo6llig be- 
legt. Es bleibt innerhalb sehr kleiner Fehlerbreite kein Platz fir fremde 
Bausteine. 

Die Abhangigkeit der Viskositat der DNS-Lésung von Strémungs- 
gradient, Ionenstarke und py wurde untersucht und diskutiert. 

Es gelang, an Ionenaustauschern entsalzte DNS zu fraktionieren. 
Es wird angenommen, daB im Molekiil Pradilektionsstellen existieren, 
an denen unter den gewahlten Bedingungen Briiche entstehen, wobei 
zwei Typen von Fragmenten erzeugt werden. 


Summary 


The complete analysis of DNA from herring spermatoza is reported. 
Within narrow limits of error the DNA was free from foreign components. 

The dependence of the viscosity of DNA solutions on flow rate, 
ionic strength and px is reported and discussed. 

It is possible to fractionate DNA desalted by ion exchange methods. 
It is assumed that there exist in the molecule predetermined weak 
points. Uncer the experimental conditions fission occurs at these points 
to give two types of residue. 


19 §. Zamenhof u. E. E. Chargaff, J. biol. Chem. 186, 207 [1950]. 
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Die fermentative Oxydation von p-Hydroxypheny]- 
brenztraubensdure zu Homogentisinsaure 


Von 
L. Roka, G. Kénig und H. Riibner 
Aus dem Institut fiir Vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. April 1958) 
Herrn Professor Dr. K. Felix zum 70. Geburtstag gewidmet 


Wird L-Tyrosin mit Leberhomogenat in Gegenwart von «-Keto- 
glutarsdure unter Stickstoff bebriitet, dann entstehen durch Transami- 
nierung p-Hydroxyphenyl-brenztraubenséure* und Glutaminsiure?. 
Vorausgesetzt, daB diese Transaminierung den Tyrosinabbau auch in 
der intakten Leber einleitet, ist POPS ein physiologisches Zwischen- 
produkt des Tyrosinstoffwechsels. Die Leber besitzt ein spezifisches 
Fermentsystem, das POPS zu Homogentisinsiure* oxydiert?. HGS wird 
weiter tiber verschiedene Zwischenstufen zu Acetessigsiure und Fumar- 
siure abgebaut®. Wie POPS zu HGS umgebaut wird, ist trotz einer 
Reihe von Untersuchungen? noch nicht ausreichend geklart. Mit den 
im folgenden mitgeteilten Ergebnissen méchten wir zur Aufklarung 
dieser Reaktion beitragen. 

Zunichst wurde das Fermentsystem, das POPS zu HGS oxydiert 
und das wir als POPS-Oxydase bezeichnen, von den anderen am Tyrosin- 
abbau_ beteiligten Fermenten abgetrennt (Schema 1). POPS-Oxydase 
oxydiert POPS zu HGS, greift HGS aber nicht an. Das Gemisch aus 
HGS-Oxydase, Maleinyl-acetessigsiure-Isomerase und Fumaryl-acet- 
essigsiure-Hydrolase greift POPS nicht an und baut HGS bis zur 
Acetessigsiure* ab. Beide Priiparate vereinigt, bauen POPS zu AES ab 
(Abb. 1). 


* Abkirzungen: POPS = p-Hydroxyphenyl-brenztraubensaure 
HGS = Homogentisinsaiure 
AES’~ = Acetessigsaiure 
MAES = Maleinyl-acetessigsaure 
FAES = Fumary]l-acetessigsiure 
1 W. E. Knox, Biochem. J. 49, 686 [1951]; L. Roka, 2. Congrés_ inter- 
national de Biochimie, Paris 1952, Résumés des Communications S. 302; K. Felix, 
E. G. Bock, D. Geratz, I.v. Glasenapp, L. Roka u. K. Weisenberger, diese 
Z. 292, 157 [1953]. 
2 B.N. LaDu u. V. G. Zannoni, J. biol. Chemistry 217, 777 [1955]; R. G. 
Ravdin u. D. I. Crandall, ebenda 189, 137 [1951]. 
3 W. E. Knox u. S. W. Edwards, J. biol. Chemistry 216, 479 [1955]; S. W. 
Edwards u. W. E. Knox, ebenda 220, 79 [1956]; D. Crandall, ebenda 212, 


565 [1955]. 
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Schema 1. Fermentdarstellung. 


Schweineleber (homogenisiert in 10fach. Vol. 0,01-m. Phos- 
phatpuffer, py 7,8) 


40000 xg 60 Min. 





' 


Sediment Uberstand 
= Transaminase) (POPS ———» AES) 


+ CHCl,1:1 24 Stdn. Zimmertemp. 
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Abb. 1. Wirkungsbereich von POPS-Oxydase und dem Fermentgemisch HGS- 
Oxydase, MAES-Isomerase, FAES-Hydrolase. 


Alle Ansatze enthielten in 10 ml: 12 «Mol POPS, 24 Mol Ascorbinsaure, 24 uMol Fe*°- 
Ionen, 8 mg Glutathion und 2 ml m/5-Phosphatpuffer, py 7,6. Ansatz a) dazu 
noch 4 ml POPS-Oxydase, Ansatz b) 4 m/ des oben genannten Fermentgemisches, 
Ansatz c) je 2ml dieses Fermentgemisches und POPS-Oxydase.. Die Ansatze 
wurden mit Sauerstoff durchstrémt und bei 37° inkubiert. 
Ordinate: POPS bzw. HGS oder AES in % der eingesetzten Menge POPS. 


Abszisse: Inkubationszeit in Min. 


Den Reaktionsverlauf verfolgten wir am Verbrauch der POPS mit 
der Millon-Reaktion‘ und am Auftreten von HGS mit der jodometrischen 
Titration® sowie mit einer kolorimetrischen Reaktion, die im Versuchsteil 
beschrieben ist. Zum AusschluB von Verunreinigungen unseres Fermentes 
mit den die HGS angreifenden Fermenten bestimmten wir AES®. 


5 E. Metz, Biochem. Z. 190, 261 [1927]. 
6 G. Leonhardi u.I. v. Glasenapp, diese Z. 286, 145 [1950]. 
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Unser Reaktionsansatz enthielt POPS-Oxydase, POPS, Ascorbin- 
siure, Phosphatpuffer, py 7,8, und Luft. Unter diesen Bedingungen 
konnten wir regelmaBig eine 80—90-proz. Umwandlung von POPS in 
HGS beobachten. Dabei verlief die HGS-Bildung dem POPS-Abbau 
standig parallel (Abb. la). Die Fermentaktivitaét betrug 4x 10-® Mol 
POPS-Abbau pro Milligramm Eiwei8 pro 10 Min. bei 37° (Abb. 2). 








hy 
3 





Abb. 2. POPS-Abbau in Abhangigkeit von der ein- x, 
gesetzten Fermentmenge. Ansatz 2 ml, bestehend 

aus 1,2 uMol POPS, 0,4 ml m/5-Phosphatpuffer, 

pu 7,6, POPS-Oxydase von 0,25 bis 1,0 mg EiweiB. 

Ordinate: POPS-Abbat in ~Mol wahrend 10 Min. | 

Abszisse: mg FermenteiweiB. J | 

| 
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Von diesem Reaktionsansatz ausgehend, suchten wir die Rolle der 
einzelnen Komponenten, die fiir die Aktivitaét der POPS-Oxydase 
erforderlich sind, genauer zu kliren. Die Reaktion in Einzelschritte zu 
zerlegen ist uns nicht gelungen. Weder durch Aussalzen noch durch 
Inaktivierung und Adsorption konnten wir das Ferment so aufspalten, 
daB mehr POPS abgebaut wurde als HGS entstand (Tab. 1). Weiter 


Tab. 1. Verhaltnis gebildete HGS zu verbrauchter POPS nach 30 Min. Inkubation 
bei Einsatz verschieden vorbehandelter POPS-Oxydase-Praparate. 
Ansatze: Je 1 ml, bestehend aus 2,4 uMol POPS, 2,4 ~Mol Ascorbinsaure, 0,3 ml 
POPS-Oxydase, 0,2 ml m/5-Phosphatpuffer, py 7,8. 








HGS/POPS 
RNIN Bo fe ea ge a | a Se OL, Son we oh 0,966 
goiricrpotracknet 0. 8 8 tt 0,931 
POC INGUNOGEMOU iis ecw ee Na 1,00 
nach Adsorption an 
Super-Cel (100 mg/5Bml) .............. 0,924 
Hyflo-Cel (100 mg/5ml) .............. 0,882 
Calciumphosphatgel (Eluat) .........4... 0,94 
in Gegenwart von 
p-Chlormercuribenzoat (0,6 Mol) .......... 1,02 





priiften wir, ausgehend von der Vorstellung, daB POPS iiber ein Zwischen- 
produkt in HGS umgewandelt wird, ob 2.5-Dihydroxyphenyl-brenz- 
traubensdure als hypothetische Zwischenverbindung von unserem 
Ferment abgebaut wird. Weder die isolierte POPS-Oxydase noch das 
System POPS-Oxydase + HGS-Oxydase + Isomerase + Hydrolase 
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konnte diese Substrat angreifen (Tab. 2). Der Abbau von POPS durch 
POPS-Oxydase lieB sich ferner durch aquimolare Mengen 2.5-Dihydroxy- 
phenyl-brenztraubensiure nicht hemmen. 


Tab. 2. HGS-Bildung in % der eingesetzten Menge 2.5-Dihydroxyphenyl- 
brenztraubensiure. 
Ansatz: Iml, bestehend aus 1 Mol 2.5-Dihydroxyphenyl-brenztraubensaure, 
2uMol Ascorbinsaéure(a) oder 2 uMol Dehydroascorbinséure(b) oder 0,2 «Mol 
Dichlorphenolindophenol(c), 0,2 ml m/5-Phosphatpuffer, py 7,8, 0,2 ml POPS- 








Oxydase. 

Min. ohne Zusatz a b ce 
10 +8 + 6 +2 +6 
30 —?2 —4 oo ~- 
60 —l1 —3 —1 +3 











Bei einem entsprechenden Ansatz, bei dem an Stelle von POPS-Oxydase das 
gesamte Fermentsystem eingesetzt wurde, konnte mit keinem der genannten 
Zusitze die Bildung von AES nachgewiesen werden. 

Als nachstes priiften wir, ob POPS-Oxydase auch ohne Sauerstoff, 
nur in Gegenwart von Wasserstoffacceptoren POPS zu HGS umbaut. 
Keiner der gepriiften Wasserstoffacceptoren war in der Lage, Sauer- 
stoff zu ersetzen’. Auf Grund dieser 1954 durchgefiihrten Versuche 
folgerten wir, daB der Umbau von POPS zu HGS keine Dehydrierung 
ist, sondern eine direkte Oxydation, wobei der Luftsauerstoff unmittelbar 
als OH-Gruppe in das POPS-Molekiil eintritt. Unabhangig von uns kam 
Knox zu demselben Ergebnis*. Wie der Luftsauerstoff dabei aktiviert 
wird, war nicht bekannt. 

Als Beispiel einer direkten Oxydation ist die Einfiihrung einer OH- 
Gruppe in Steroide® und in Phenylalanin!® erkannt worden. In beiden 
Fallen ist neben Sauerstoff TPNH als Wasserstoffdonator erforderlich. 
In unserem Fall ist TPNH an der Sauerstoffaktivierung nicht beteiligt. 
Auch DPNH und Glutathion waren inaktiv (Tab. 3). Es lag nahe, die 
noch ungeklarte Rolle der Ascorbinsiure mit der Aktivierung des Sauer- 
stoffes in Zusammenhang zu bringen. Die dazu ausgefiihrten Versuche 
zeigten, da frisch bereitetes Ferment bereits ohne Ascorbinséure voll 
aktiv ist, seine Aktivitat aber beim Aufbewahren rasch verliert, bis auf 
einen Rest, der dann unbegrenzt erhalten bleibt (Abb. 3). Ein solches 
weitgehend inaktiv gewordenes Ferment wird durch Ascorbinséure voll 
reaktiviert (Abb. 4). Im Gegensatz zu friiheren Versuchen mit nicht 
gereinigtem Ferment reaktiviert Dehydroascorbinsiure nicht. Zur Reak- 


7 K. Felix, The Fate of Tyrosine in Metabolism. Vortrag, gehalten vor 
der japanischen biochem. Gesellschaft 1955. 

8 W. E. Knox, miindl. Mitteilung 1956. 

®1.K. Grant u. A.C. Brownie, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
18, 433 [1955]. 
10 §. Kaufmann, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 28, 445 [1957]. 
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Tab. 3. Einflu8 verschiedener Wasserstoffdonatoren auf die Aktivierung der 
POPS-Oxydase. 
Ansatze: 2 ml, bestehend aus 1,2 u.Mol POPS, 1,6 ml POPS-Oxydase, 0,2 ml 
m/5-Phosphatpuffer, px 7,6. AuBer der Kontrolle enthielten alle Ansitze die 
angegebenen Wasserstoffdonatoren in der genannten Menge. Nach Durchperlen 
mit Luft wurde bei 37° inkubiert. 

















“Mol pro Ansatz Aktivierung 
B-Desatos mit 1.2 Mol POPS in % 
Asoorumasire. <3 APR See 0,1 29 
0,2 77 
0,4 112 
0,6 130 
0,8 180 
1,2 230 
1,6 230 
1D)" aE) ee ca a 1,2 bis 10,0 0 
BRGOERIOBERIO~. 6c sew eS 1,2 
oO 0: De ae ala a ae a a 1,2 bis 10,0 230+ 
MEME reece. eee es) Sa sey nh Blin iets velevle 1,2 0 
oe Go Ch cr Le 0 
SoMUsVaneinN sss. Gok gallant! + 0,05 0 
1,2 Hemmung 
DTN oo GIS fond ish Gta te! En ahs 0,05 
+ SH-Glutathion ......... 1,2 15 
Dichlorphenolindophenol ....... 0,05 145 
0,025 160 
Dichlorphenolindophenol ....... 0,05 
+ SH-Glutathion ......... 1,2 320 
Dichlorphenolindophenol ...... . 0,05 
+ Ascorbinsfure. .......6-. 0,6 300 
0,05 300 
Dehydroascorbinsiure ........ 1,2 0 
ONG serene leas: Aevesphseriachd Meee ees 1,2 0 








t wie Ascorbinsaure allein. 


tivierung des Fermentes ist die der umzusetzenden Menge POPS aqui- 
molare Menge Ascorbinsiaure erforderlich*. Einen Verbrauch an Ascorbin- 
siure beim Umbau von POPS zu HGS konnten wir nicht beobachten. 

An Stelle von Ascorbinsiure 1aBt sich das Ferment auch durch redu- 
ziertes Dichlorphenolindophenol reaktivieren. Hierbei geniigen kata- 
lytische Mengen im Gegensatz zu den Substratmengen an Ascorbin- 
siure (Abb. 5). Ein Verbrauch von Dichlorphenolindophenol war nicht 
zu erkennen. Da die beim Aufbewahren des Fermentes verbleibende 





* In unseren friiheren Versuchen waren gréBere Mengen Ascorbinsaure er- 
forderlich. optimal 4 Mol Ascorbinséiure pro Mol POPS. Das fihren wir darauf 
zuriick, daB wir damals die Reaktion POPS zu AES und nicht nur die Reaktion 
POPS zu HGS untersuchten und fiir den weiteren Abbau von HGS zu AES als 
Redoxsystem zur Umwandlung von Fe®® in Fe® unter anderen auch Ascorbin- 
siure benutzt werden kann. 
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Restaktivitét noch etwa 15% der Anfangsaktivitaét betraigt (Abb. 3), 
14Bt sich ohne Aktivator mit der 8fachen Menge an gealtertem Ferment 
POPS optimal abbauen. Ist die fiir den optimalen Abbau erforderliche 
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Abb. 3. Abb. 4. 


Abb. 3. Aktivitatsverlust beim Aufbewahren des Fermentes. 
Ansatz 0,2 ml, béstehend aus 1,2 uMol POPS, keine oder 1,2 ~Mol Ascorbinsaure, 
0,4 ml m/5-Phosphatpuffer, pq 7,6, und 0,6 ml POPS-Oxydase (Praparat 570904), 
die bei 0° aufbewahrt wurde. Nach Durchleiten von Sauerstoff wurde bei 37° 
30 Min. inkubiert. 
Ordinate: POPS-Abbau in wMol wahrend 30 Min. 


Abb. 4. Reaktivierung der POPS-Oxydase durch Ascorbinsaure. 


Ansatz 3,0 ml, bestehend aus 1,2 u.Mol POPS, verschiedene Mengen Ascorbinsaure, 
wie in der Abb. angegeben, 0,2 ml m/5-Phosphatpuffer, py 7,6, 0,4 ml POPS- 
Oxydase. Nach Durchleiten von Sauerstoff 60 Min. bei 37° inkubiert. 
Ordinate: Im Reaktionsansatz vorhandene Menge POPS in uMol. 


Abb. 5. POPS-Abbau durch gealterte POPS- 
f a Oxydase in Abhangigkeit von der Konzen- 
a tration an Aktivator. 

= \ Ansatz 2 ml, bestehend aus 1 “Mol POPS, 
su \ \ 0,8 ml m/5-Phosphatpuffer, pH 7,6, 0,4 ml 
a POPS-Oxydase, 0 bis 5 uMol Ascorbinsaure (a) 

\a/ oder 0 bis 2 «Mol reduziertem Dichlorphenol- 
Oh \ indophenol(b). 30 Min. bei 37° inkubiert. 
Q Ordinate: “Mol POPS, abgebaut in 30 Min. 
= Abszisse: Quotient aus eingesetzter Menge 
° : oo @ @ Aktivator durch eingesetzte Menge POPS. 












































Menge an gealtertem Ferment vorhanden, kénnen weder Ascorbinsiure 
noch Dichlorphenolindophenol die Geschwindigkeit des POPS-Abbaues 
steigern, sondern nur den Verlust an Fermentaktivitat wahrend der 
Reaktion verzégern (Abb. 6). 

"Diese Ergebnisse zeigen, daB frisches Ferment den Luftsauerstoff 
aktivieren kann, ohne daB ein zusiatzlicher Wasserstoffdonator erforder- 
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lich ist. Ob bei der Reaktivierung von gealtertem Ferment durch Ascor- 
binsaure diese als spezifischer sshamateenner ema wirkt, 1iBt sich bisher 
nicht entscheiden. 

Wir méchten jedoch auf Grund der vorliegenden Befunde einen 
Mechanismus der Oxydation von POPS zu HGS zur Diskussion stellen, 
der den Vorstellungen von Mason" iiber die Polyphenoloxydase ent- 
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Abb. 6. POPS-Oxydation durch verschiedene Fermentmengen. 
Ansatz 3,0 ml, bestehend aus 1,2 «Mol POPS, 0,2 ml m/5-Phosphatpuffer, py 7,6, 
und verschiedenen Mengen POPS-Oxydase (250 bis 2000 y EiweiB pro Ansatz). 
Dazu je ein Ansatz mit 0,05 uMol reduziertem Dichlorphenolindophenol(D) und 
ein Ansatz mit 1,2 «Mol Ascorbinsaéure(A). Nach Durchleiten von Sauerstoff wurde 
40 Min. bei 37° inkubiert. 
Ordinate: Im Reaktionsansatz vorhandene Menge POPS in ywMol. Abszisse: 
Inkubationszeit in Min. 









































spricht (Schema 2,8. 94). Zunachst wird moiekularer Sauerstoff an das Fer- 
ment gebunden (1) und eines der so aktivierten Atome auf die POPS 
iibertragen, wihrend das andere Sauerstoffatom zwei Elektronen vom 
Ferment erhalt und mit zwei Protonen Wasser liefert (2). Die vom 
Ferment abgegebenen Elektronen erhalt es in einer Sekundarreaktion 
aus dem oxydierten Zwischenprodukt der POPS wieder zuriick (3). Da- 
bei werden auch die beiden in der Primarreaktion bendtigten Protonen 
geliefert, und gleichzeitig wird CO, abgespalten. Bei dem bis auf einen 
Rest inaktivierten Ferment handelt es sich um ein Gemisch aus vor- 
wiegend oxydiertem Ferment (nach Abgabe eines Elektronenpaares) 
und einem kleinen Rest noch reduzierten Ferments (das noch die Elek- 
tronen besitzt). An Stelle des unbestindigen physiologischen Zwischen- 
produktes | kann der oxydierte Fermentanteil offenbar durch Ascorbin- 


i. H. Ss. Mason, Nature [London] 177, 79 [1956]. 
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Schema 2. Wirkungsmechanismus der POPS-Oxydation. 
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siure reduziert und damit wieder reaktiviert werden (3a). Reduziertes 
Dichlorphenolindophenol reaktiviert auf eine andere Weise. Hierbei 
bleibt die aktive Gruppe des Fermentes, die normalerweise zwischen 
reduziertem und oxydiertem Zustand wechselt, in der inaktiven oxy- 
dierten Form und Dichlorphenolindophenol iibertrigt die Elektronen 
unter Umgehung dieser durch Oxydation blockierten Wirkgruppe des 
Fermentes. Die aktive Gruppe des Fermentes ist bei der Polyphenol- 
oxydase Kupfer, bei der POPS-Oxydase ist diese aktive Gruppe noch 
nicht bekannt, aus dem analogen Verhalten ist jedoch auch ein Metall 
anzunehmen. 

Weitere Versuche sind im Gange, die kliren sollen, wie weit diese 
Hypothese den Reaktionsmechanismus zutreffend beschreibt. 


Beschreibung der Versuche 


Fermentdarstellung: Wir isolierten das Ferment aus Schweineleber- 
homogenat (schlachtfrische Schweineleber 1:10 mit 0,01 m-Phosphatpuffer, 
pu 7,8, im Starmix homogenisiert). Vom Leberhomogenat verwendeten wir nur 
den bei 40000 x g gewonnenen Uberstand. Darin trennten wir zunachst durch die 
von La Du angegebene Chloroformbehandlung inaktives BegleiteiweiB ab. Das 


2 La Du u. G. Zannoni, J. biol. Chemistry 219, 565 [1955], 








58) 


JOH 


vai 


Bd. 313 (1958) Oxydation von p-Hydroxyphenyl-brenztraubensaure 95 


in Lésung verbleibende Eiwei8 wurde mit Ammoniumsulfat auf 75% Sattigung 
gebracht und aus dem aufgetretenen Niederschlag das Ferment mit halbgesittigtem 
Ammoniumsulfat herausgelést. Die so von den iibrigen Fermenten abgetrennte 
POPS-Oxydase wurde durch Erhéhen der Ammoniumsulfatkonzentration auf 
3/,-Sattigung wieder ausgefallt. Nach Auflésen in Phosphatpuffer und Abdialy- 
sieren des Ammoniumsulfates verwendeten wir das Ferment. Auf analoge Weise 
lai8t sich auch ein Gemisch von HGS-Oxydase, MAES-Isomerase und FAES- 
Hydrolase gewinnen. Diese Fermente bleiben nach Herauslésen der POPS-Oxydase 
mit 14-gesittigtem Ammoniumsulfat im Niederschlag und lassen sich daraus mit 
'/,-gesattigtem Ammoniumsulfat extrahieren. 

Verwendete Substrate: Wir benutzten POPS und HGS der Chemie- 
werke Homburg AG, Ascorbinsiure und Dichlorphenolindophenol von Merck, 
DPNH von Boehringer. TPNH von Sigma. Dehydroascorbinsiure stellten wir 
aus Ascorbinséure dar, indem wir diese durch Schiitteln mit Eponit oxydierten. 
2.5-Dihydroxyphenyl-brenztraubensiure wurde nach Neubauer und Flatow™ 
synthetisiert; das Anhydrid kristallisierte in zollangen, farblosen Nadeln, Schmp. 
2239, 

Nachweismethoden: Kolorimetrische Bestimmung von HGS: Fiihrt man 
die Millon-Reaktion nach Felix‘ aus, so tritt beim Erhitzen im Wasserbad in 
Anwesenheit von HGS eine Gelbfarbung auf. Diese ist um so intensiver, je mehr 
HGS vorhanden ist. Bei 405 mu hangt die Farbintensitét linear von der HGS- 
Konzentration ab. POPS und Ascorbinsaure stéren das Auftreten der Gelbfarbung 
nicht. Bei HGS-Konzentrationen iiber 1,2 uMol tritt neben der Gelbfarbung der 
Lésung ein gelber Niederschlag auf, der sich als Quecksilbersalz der HGS erweist. 

Ascorbinsaiure, Dehydroascorbinsiure und Ketogulonséiure wiesen wir mit 
der Methode von Roe nach. 

Versuche mit H-Acceptoren: Wir benutzten die Thunberg-Technik. 
Der Ansatz (2,0 ml) bestand im Hauptraum aus 2,4 ~Mol POPS, 2,4 uMol As- 
corbinsaure, 10 u.Mol H-Acceptor, 0,4 ml m/5-Phosphatpuffer, py 7,6; in der Birne 
0,4 ml Ferment (partikelfreies Schweineleberhomogenat nach Knox}). 

Die Thunberg-Roéhrchen wurden zweimal evakuiert und zwischendurch mit 
Stickstoff gefiillt. Nach Entleeren der Birnchen wurde bei 37° 60 Min. lang in- 
kubiert. AnschlieBend nach Entnahme einer Probe nach Durchperlen mit Sauer- 
stoff erneut 30 Min. inkubiert. 

Ohne Sauerstoff beobachteten wir keine Abnahme von POPS, gemessen mit 
der Millon-Reaktion, dagegen wurde nach Zusatz von Sauerstoff POPS regel- 
maBig abgebaut. 


Zusammenfassung 


Aus dem partikelfreien Uberstand von Leberhomogenat 1aBt sich 
ein Fermentsystem isolieren, welches POPS* zu HGS* oxydiert. Dabei 
wird direkt Sauerstoff in POPS eingebaut. 2.5-Dihydroxyphenyl-brenz- 
traubensdure ist kein Substrat fiir dieses Ferment. Das Ferment wird 
beim Aufbewahren weitgehend inaktiv. Ascorbinséure und reduziertes 
Dichlorphenolindophenol kénnen es wieder voll reaktivieren, wobei von 
Ascorbinséure stéchiometrische, von Dichlorphenolindophenol kata- 
lytische Mengen benotigt werden. Der Mechanismus der Reaktivierung 
wird diskutiert. 


13 QO. Neubauer u. L. Flatow, diese Z. 52, 382 [1907]. 

14 J, H. Roe, M. B. Mills, M. J. Oesterling u. Ch. M. Damron, J. biol. 
Chemistry 174, 201 [1948]. 

* Abkiirzungen s. 8. 87. 
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Summary 


From the particle-free supernatant of liver homogenates, an enzyme 
system can be isolated which oxidizes p-hydroxy-pyruvic acid (POPS) 
to homogentisic acid. Oxygen is incorporated directly into POPS during 
the course of the reaction. 2,5-dihydroxy-phenyl-pyruvic acid is not a 
substrate for this enzyme. The enzyme is largerly inactivated during 
storage. Ascorbic acid and reduced dichlorophenol-indophenol can fully 
reactivate it again in such a way that stoichiometric amounts of ascorbic 
acid or catalytic amounts of dichlorophenol-indophenol are necessary. 
The mechanism of the reactivation is discussed. 
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Der N-Stoffwechsel bei der Erythrocytenreifung: 
Die N-Bilanz unter endogenen Bedingungen * 
Von 
H. G. Schweiger und S. Rapoport 
unter Mitarbeit von E. Schélzel 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Humboldt- Universitat Berlin 
(Direktor: Prof. Dr. Dr. 8. Rapoport) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. April 1958) 


Herrn Prof. Dr. K. Felix zum 70. Geburtstag 


Der letzte Reifungsschritt der erythropoetischen Reihe, die Um- 
wandlung des Reticulocyten in den Erythrocyten, ist durch tiefgehende 
Anderungen des Stoffwechsels gekennzeichnet. Die Umstellung auf den 
anaeroben Stoffwechsel unter gleichzeitigem Verlust der Atmung?!, das 
Verschwinden der cytoplasmatischen Ribonucleinséure?, die die mor- 
phologisch faBbare Substantia granulo (reticulo) filamentosa (SRF) dar- 
stellt, sowie die letzte Erginzung des Haimoglobinbestandes® sind die 
wesentlichen Merkmale dieser Anderung. 

Dabei fallt den N-haltigen Stoffen eine groBe Bedeutung zu. Das 
Stroma der Reticulocyten, das neben den Strukturelementen, die noch 
im Erythrocyten erhalten sind, auch jene Proteine erhalt, deren kata- 
lytische Funktion bei der Reifung verlorengeht, wird unter Zunahme 
des Rest-N teilweise abgebaut. Gleichzeitig wird Haimoglobin syntheti- 
siert. Zeitlich parallel dazu liuft der Abbau der SRF. 

Im folgenden werden Versuche beschrieben, die sich mit dem An- 
teil der Aminosiuren und der Nucleotide an den Veranderungen des 
Rest-N unter verschiedenen Stoffwechselbedingungen beschaftigen. 


Methoden 


Die roten Blutkérperchen wurden von normalen oder von durch Entblutung 
anadmisierten Kaninchen gewonnen®. Beim dreimaligen Waschen der Zellen mit 
isotonischer NaCl-Lésung ist mit dem Verlust des Harnstoffs und teilweise auch 


* In dieser Arbeit werden folgende Abkiirzungen verwendet: Rest-N: Rest- 
stickstoff; 2.4-DNP: 2.4-Dinitro-phenol; SRF: Substantia granulo(reticulo)fila- 
mentosa; ADP: Adenosindiphosphat; CTP: Cytidintriphosphat; GTP: Guanosin- 
triphosphat; UTP: Uridintriphosphat; ATP: Adenosintriphosphat; HX: Hypo- 
xanthin; GI-SH: Glutathion; AMP: Adenosinmonophosphat. 

1 §. Rapoport, Naturwissenschaften 48, 112 [1956]. 

2 §. Rapoport, H.G.Schweiger u. W.StraBner, Naturwissenschaften 
43, 18 [1956]. 

3H. G. Schweiger, S. Rapoport u. E.Schélzel, Nature [London] 178, 
141 [1956]; diese Z. 806, 33 [1956]. 
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des Kreatins zu rechnen‘. Die reticulocytenhaltigen Suspensionen, in der Folge 
als Reticulocyten bezeichnet, enthielten im Durchschnitt 30% Reticulocyten. Die 
Inkubation erfolgte durchweg in der Warburg-Apparatur iiber 4 Stdn. bei 38°. 
Die inkubierten Suspensionen entsprachen einem Hamatokrit von annahernd 25. 
Als Inkubationsmedien fanden isotonische NaCl-Lésung und Phosphatpuffer, 
pu 7,4, Verwendung. Die Konzentration an Glucose betrug 250 mg/100 ml Suspen- 
sion, die von 2.4-DNP 10-4 Mol/I. 

Der Rest-N wurde nach Veraschen des Trichloressigsiure-Filtrats mit H,SO, 
und H,O, in der neutralisierten Lésung ebenso wie Ammoniak im Hydrolysat 
und im Trichloressigséure-Filtrat mit der Hypochlorit-Phenol-Methode be- 
bestimmt 5. 

Die kolorimetrische «-Amino-N-Bestimmung erfolgte im Trichloressigsaure- 
Filtrat nach Yemm u. Cocking °, jedoch wurde statt Methylglykol Athylglykol* 
benutzt. 

Fir die titrimetrische «-Amino-N-Bestimmung wurde die Methode von 
van Slyke?’ benutzt. 

Fir die Hydrolyse wurde das Zellenmaterial mit HClO, enteiweiBt, das Fil- 
trat neutralisiert und bei 30° bis zur Trockne eingeengt, anschlieBend in 5,5-n. HCl 
aufgenommen und im Wasserbad 24 Stdn. bei 100° gehalten. 

Die Glutathionbestimmung erfolgte an den CO-gesiattigten Blutkérperchen 
nach EnteiweiBung mit Sulfosalicylsiure nach Woodward und Fry &. 

Die Nucleotidkonzentration in den Erythrocyten und Reticulocyten wurde 
aus der UV-Absorption der Perchlorsaurefiltrate bzw. der ausgeétherten Trichlor- 
essigsaurefiltrate in 0,1-n. HCl bestimmt. Es wurden folgende molare Extinktions- 


koeffizienten verwendet: prod = 12,9 und pai, HX _ 10.6% Die Anfangskon- 


zentrationen wurden unter der Annahme ermittelt, daB in den roten Blutkérper- 
chen praktisch nur ATP vorkommt. Alle Verinderungen der Nucleotidkonzentra- 
tionen wahrend der Inkubation wurden am isosbestischen Punkt bei 247 my ge- 
messen. Es ist méglich, daB ein Teil der Extinktion durch Nichtnucleotidmaterial 
bedingt ist. Die auf diese Weise gewonnenen Werte sind als Annaherung zu be- 
trachten. Sie diirften aber sicher nicht mehr als 15% von den tatsachlichen Werten 
abweichen. 

Die Umrechnung von Nucleotid- in Nucleotid-N-Konzentration erfolgte unter 
Ausnutzung der Tatsache, daB vor der Inkubation ebenso wie nach der Inkubation 
mit Phosphat und Glucose in Erythrocyten und Reticulocyten und nach der 
Inkubation von Reticulocyten unter endogenen Bedingungen, das ATP den 
groBten Teil der Nucleotide ausmacht, wahrend nach substratfreier _Inkubation 
in Erythrocyten und nach Inkubation mit 2.4-DNP in Erythrocyten und in 
Reticulocyten praktisch nur Hypoxanthin vorliegt. Dementsprechend wurden die 
Nucleotidwerte mit 5 bzw. 4 multipliziert. 

Zur Gewinnung des fiir die Ionenaustauschchromatographie bendtigten Ma- 
terials wurden die gewaschenen Zellen mit dem dreifachen Vol. eiskalter 0,35-m. 
Perchlorséure versetzt, zentrifugiert und der Niederschlag noch einmal mit dem 

4 E. Werle in Flaschentrager-Lehnartz, Physiologische Chemie, Sprin- 
ger-Verlag, Heidelberg 1957, Band II, 2b. 

5 H.G. Schweiger, 8S. Rapoport, E.Schélzel u. K. Richter, Fragen 
med. Chemie (sowj.) 8, 65 [1957]. 

6 KE. W. Yemm u. E. C. Cocking, Analyst 80, 209 [1955]. 

? D. D. van Slyke, D. A. MacFadyen u. P. Hamilton, J. biol. Chemistry 
141, 671 [1941]. 

8 G. E. Woodward u. E.G. Fry, J. biol. Chemistry 97, 465 [1932]. 

® G. H. Beaven, E.R. Holiday u. E. A. Johnson in E. Chargaff u. 
J. N. Davidson, The nucleic acids, Vol. I, S. 493, Academic Press, New York 
1955; R. M. Bock, Nan-Sing Ling, S. A. Morell u. 8. H. Lipton, Arch. 
Biochem. Biophysics 62, 253 [1956]. 

* Athylenglykol-monoathylather. 
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gleichen Vol. Perchlorsdure gewaschen. Uberstehendes und Waschwasser wurden 
vereinigt, mit 2-n. KOH und Phenolrot als Indikator neutralisiert, in der Kalte 
stehengelassen und das Prazipitat abzentrifugiert. Unmittelbar vor dem Auf- 
tragen der Lésung auf die Séule wurde die Wasserstoffionenkonzentration mit 
konz. NH, auf pq 9 gebracht. DieTrennung erfolgte in einer Séule (11mm - 10ccm), 
die mit Dowex 1 x 10, 200—400 Maschen, Formiatform, gefiillt war. Nach dem 
Aufbringen der Lésung wurde mit 25 ml Wasser nachgewaschen. Die Elution er- 
folgte mit dem Ameisensiure-Ammoniumformiat-System mit Konzentrationsgra- 
dienten nach Hurlbert und Mitarbeitern 1°. 

Das MischgefaéB hatte ein Volumen von 600 ml. Die Durchlaufgeschwindig- 
keit betrug ungefahr 0,5 ml/Min. Die Identifizierung der aufgeteilten Substanzen 
erfolgte durch Bestimmung der Quotienten £,,;/F.,9, durch Vergleich mit be- 
kannten Chromatogrammen und teilweise mit Hilfe der Papierchromatographie! 
sowie der Ribosebestimmung?*. Alle £..9-Werte wurden fiir die Eigenabsorption 
der Ameisensaure korrigiert. 


Ergebnisse 


Der Rest-N in Reticulocyten ist signifikant gréBer als in Erythro- 
cyten (Tab. 1). Wahrend bei Inkubation in NaCl in Erythrocyten nur 
eine geringe, wenn auch signifikante Zunahme zu bemerken ist, findet 


Tab. 1. Rest-N. Alle Werte sind in u.Mol NH,/ml Zellen angegeben; Zahl der Beob- 
achtungen in (). Die Anfangswerte fiir Erythrocyten und Reticulocyten sind signi- 
fikant voneinander verschieden: P < 0,01. 











Erythrocyten Reticulocyten 
P P 
Vor Inkubation 32,7 + 3,19 (7) — 43,8 + 1,34 (74) a 
Veranderung 
bei Inkubation 
mit NaCl + 5,74 2,16 (6) | < 0,05 | + 24,6 + 1,25 (32) |< 0,001 








Beeinflussung der Rest-N-Freisetzung durch * 

















2.4-DNP — 0,6 + 0,37 (4) | > 0,10 | — 16,7 + 1,42 (16) |< 0,001 
Phosphat 
und Glucose —1,5 + 0,64 (3) | >0,10 | — 83+1,23 (7)| <0,001 


P = Wahrscheinlichkeit der Zufilligkeit der beobachteten Differenz. 
* Die Zahlen driicken Differenzen zu den Werten nach Inkubation in NaCl aus. 


sich in Reticulocyten eine groBe Zunahme. Durch 2.4-DNP wird in Reti- 
culocyten die Rest-N-Zunahme zum tiberwiegenden Teil gehemmt, da- 
gegen bewirkt 2.4-DNP in Erythrocyten keine Einschrinkung der Rest- 
N-Freisetzung. Bei der Inkubation in Phosphat und Glucose findet sich 
in Erythrocyten héchstens eine kleine, in Reticulocyten aber eine deut- 
liche Einsparung. 


10 R. B. Hurlbert, H. Schmitz, A. F. Brumm u. van R. Potter, J. biol. 
Chemistry 209, 23 [1954]. 
1 R. D. Hotchkiss, J. biol. Chemistry 175, 315 [1948]. 
122 W. Mejbaum, diese Z. 258, 117 [1939]. 
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Von denjenigen N-haltigen Stoffen, die in den roten Blutkérperchen 
in gréBeren Konzentrationen vorkommen, lassen es nur die Nucleotide 
und die Aminosduren erwarten, daB sie unter endogenen Bedingungen 
einen gréBeren Zuwachs erfahren. Tab. 2 zeigt, daB die Konzentration 


Tab. 2. Nucleotide. Alle Werte sind in uMol NH,/ml Zellen angegeben; Zahl der 
Beobachtungen in (). Die Anfangswerte fiir Erythrocyten und Reticulocyten sind 
signifikant voneinander verschieden: P < 0,01. 








Erythrocyten Reticulocyten 
P P 
Vor Inkubation 2,59 + 0,15 (4) — 3,72 + 0,22 (9) — 
Veranderung 
bei Inkubation 
mit NaCl — 0,07 + 0,15 (4) | > 0,60 | + 1,41 + 0,22 (9) | < 0,001 





Beeinflussung der Nucleotidzunahme durch* 

















2.4-DNP —0,21 + 0,08 (4) | > 0,05 | —0,94 + 0,15 (5) | < 0,001 
Phosphat 
und Glucose + 0,41 + 0,12 (3) | > 0,05 | —0,36 + 0,42 (4) | > 0,40 


* Die Zahlen driicken Differenzen zu den Werten nach Inkubation in NaCl aus. 


an Nucleotiden in Erythrocyten signifikant kleiner ist als in Reticulo- 
cyten. Bei der Inkubation in substratfreier NaCl-Losung laé8t sich in 
Reticulocyten im Gegensatz zu Erythrocyten eine beachtliche Nucleo- 
tidzunahme nachweisen. Die Zunahme in Reticulocyten ist durch 2.4- 
DNP hemmbar. Die Vermehrung der Nucleotidkonzentration in Phos- 
phat und Glucose unterscheidet sich nicht signifikant von der in NaCl. 
In Erythrocyten wird die Nucleotidkonzentration auch durch 2.4-DNP- 
Zusatz und durch Glucosezusatz in Gegenwart von Phosphat nicht be- 
einfluBt. 

Um einen Uberblick iiber die Zusammensetzung des Nucleotid- 
anteils der roten Blutkérperchen, aber insbesondere der Reticulocyten 
zu erhalten, wurde eine Ionenaustauschchromatographie durchgefiihrt. 
Die Fraktionierung erméglichte auch eine annaihernde Umrechnung der 
Nucleotidwerte in Nucleotid-N. In den Abb. la und b wird gezeigt, daB 
sowohl in Erythrocyten als auch in Reticulocyten der Hauptanteil der 
Nucleotide von ATP eingenommen wird. Bei den Reticulocyten enthalt 
diese Fraktion noch kleine Mengen CTP. 

Ferner 1a48t sich das Vorhandensein von GTP und UTP nach- 
weisen. Das Vorhandensein von ADP ist sicherlich auf die Vorbereitung 
der Zellen durch dreimaliges Waschen zuriickzufiihren. Im Normalblut, 
das durch Herzpunktion gewonnen und direkt in eiskalte Perchlorsdéure 
gebracht wird, laBt sich praktisch kein ADP nachweisen. In den Erythro- 
eyten liegt nach 4stiindiger Inkubation in substratfreier Kochsalz- 
lésung fast die Gesamtheit der bei 260 mu absorbierenden Substanzen 


7 SSE 
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Abb. 1. Saéulenchromatogramme (vgl. Methoden). 


a) Erythrocyten; b) Reticulocyten; c) Erythrocyten nach 4stdg. Inkubation 
bei 38° in isoton. NaCl-Lésung; d) desgleichen, aber Reticulocyten; e) wie d), 
aber mit von 250 mg Glucose/100 ml Suspension; f) wie d), aber mit 10-4 Mol 
2.4-DNP/I Suspension. 


Ordinate: Extinktion bei 260 mu. Zur Elution verwendete Lésungsmittel (vgl. 
l.c.1°); I 4-n. Ameisensaure, II, III u. IV: 0,2-m., 0,4-m. bzw. 1,0-m. Ammonium- 
formiat in 4-n. Ameisensaure. 
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als Hypoxanthin vor (Abb. 1c). In den Reticulocyten findet man unter 
gleichen Bedingungen zwar eine Zunahme an Hypoxanthin, aber die 
Hauptfraktionen der Triphosphate zeigen keine wesentlichen Verande- 
rungen (Abb. 1d). Das ADP ist bei der Inkubation verschwunden. 
Durch den Zusatz von Glucose zum Inkubationsmedium wird in den 
Reticulocyten die Hypoxanthinbildung vermindert (Abb. le). Das 
Chromatogramm von Reticulocyten, die mit 2.4-DNP inkubiert wurden, 
zeigt, daB praktisch das gesamte Adenin in Hypoxanthin umgewandelt 
wurde (Abb. If). 

Bei der Umrechnung der Nucleotidwerte auf Nucleotid-N (vgl. 
Methoden) zeigt sich, daB das Verhalten des Nucleotid-N unter den ein- 
zelnen Stoffwechselbedingungen sehr verschieden ist und die Rest-N- 
Werte nicht widerspiegelt. 

Aus Tab. 3 ist zu entnehmen, daf in den Erythrocyten nur in 
Phosphatpuffer in Gegenwart von Glucose eine signifikante Zunahme 
des Nucleotid-N eintritt. Der Zuwachs in den Reticulocyten ist in Phos- 
phat und Glucose genau so groB wie in NaCl. Der 2.4-DNP-Zusatz 
bewirkt nicht nur eine Hemmung der Nucleotid-N-Vermehrung, sondern 
fiihrt sogar zu einer Abnahme. 


Tab. 3. Nucleotid-N. Alle Werte sind in uMol NH,/ml Zellen angegeben. Zahl der 
js Beobachtungen in (). 



































Erythrocyten Reticulocyten 
Pe P 
Vor Inkubation 12,9 +0,74 (4) -- 18,6 + 1,14 (9) — 
Veranderung 
bei Inkubation 
mit NaCl — 2,83 + 1,79 (4) | > 0,20 | + 7,04+ 1,65 (9) | < 0,01 
Beeinflussung der Nucleotid-N-Verainderung durch* 
2.4-DNP — 0,84 + 0,33 (4) | > 0,05 | —8,14 + 0,68 (6) | < 0,001 
Phosphat 
und Glucose 44,51 + 0,49 (3) | < 0,02 | +0,40+2,19 (4) | — 


* Die Zahlen driicken Differenzen zu den Werten nach Inkubation in NaCl aus. 


Die andere wichtige Stoffgruppe, deren Anteil am Rest-N sowie an 
seinem Zuwachs wahrend der Inkubation wichtig sein diirfte, sind die 
Aminosauren und Peptide. Die ~-NH,-N-Konzentration in Reticulocyten 
ist, wie Tab. 4 zeigt, signifikant gr6Ber als in Erythrocyten. Bei Inkubation 
unter endogenen Bedingungen sind die Blutkérperchen der anamisierten 
Tiere im Gegensatz zu den reifen Erythrocyten in der Lage, bedeutende 
Mengen «-NH,-N freizusetzen. In Abb. 2 sind die Abhangigkeit der 
«-NH,-N-Konzentration von der Entblutung und die vermehrte Zu- 
nahme des «-NH,-N bei der Inkubation unter endogenen Bedingungen 
dargestellt. Die mit den beiden ~«-NH,-N-Methcden gewonnenen unter- 
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Tab. 4. «-NH,-N. Alle Werte sind in uMol NH,/ml Zellen angegeben. Zahl der 
Beobachtungen in (). Die Anfangswerte fiir Erythrocyten und Reticulocyten sind 
signifikant voneinander verschieden: P <0,001. 








Erythrocyten Reticulocyten 
S% P 
Vor Inkubation 6,04 + 0,42 (11) — 10,01 + 1,30 (35) — 
Veranderung 
bei Inkubation 
mit NaCl + 0,67 + 0,39 (11)} ~ 0,10 | +7,72 + 0,49 (30) | < 0,001 





Beeinflussung der «-NH,-Veranderung durch * 

















2.4-DNP —0,10 + 0,12 (3) | > 0,40 | —6,05 + 0,58 (13) | < 0,001 
Phosphat 
und Glucose —0,83 + 0,39 (3) | > 0,10 | —4,53 + 0,63 (10) | < 0,01 


* Die Zahlen driicken Differenzen zu den Werten nach Inkubation in NaCl aus. 
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schiedlichen Ergebnisse sind durch die Anwesenheit von Peptiden er- 
klarbar. Wihrend die CO,-Methode mit Ausnahme des Glutathions 
spezifisch fiir Aminosiéuren ist, wird die Farbreaktion — wenn auch 
quantitativ unterschiedlich — ebenfalls von Peptiden gegeben. 


Das Verhalten des ~-NH,-N der Reticulocyten entspricht qualitativ 
vollsténdig dem Verhalten des Rest-N. Die «-NH,-N-Freisetzung in 
Reticulocyten wird durch 2.4-DNP in einer Konzentration von 10-4 
Mol// im Durchschnitt zu 80% gehemmt. Die Hemmung der «-NH,-N- 
Freisetzung entspricht auch in ihrer Abhangigkeit von verschiedenen 
2.4-DNP-Konzentrationen der Hemmung der Rest-N-Freisetzung (vgl. 
Abb. 3). Ein kleiner Anteil der Rest-N-Freisetzung (im Durchschnitt 
20%) ist selbst durch héhere 2.4-DNP-Konzentrationen nicht hemmbar. 
In Gegenwart von Phosphat und Glucose ist die «-NH,-N-Anhaufung 
in Reticulocyten ebenfalls stark reduziert (Tab. 4). 
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Gemessen am gesamten Rest-N betragt der Anteil des «-NH,-N 
nur etwa ein Drittel. Da nach Abzug der Summe ‘von Nucleotid-N und 
a-NH,-N vom Rest-N noch ein erheblicher unbekannter Rest iibrig 
bleibt, wurde das sidurelésliche Filtrat einer sauren Hydrolyse unter- 
worfen. Hierbei wurde, wie Tab. 5 zeigt, eine groBere Menge an ~a-NH,-N 
zusammen mit NH, freigesetzt. Wesentliche Unterschiede ergaben sich 
fiir den durch Hydrolyse freisetzbaren N vor und nach Inkubation nicht. 
Die Werte fiir den Hydrolysen-N lagen bei den Reticulocyten um 70 bis 
80% iiber denen der Erythrocyten. 


Tab. 5. Freisetzung von «-NH,-N und NH, wahrend der Saurehydrolyse. 
Alle Werte sind in uMol NH,/m/-Zellen angegeben. 


























ANH, Aa-NH,-N XANH, + Aa-NH,-N 
vor | nach | vor | nach |GI-SH vor | nach 
Inkubation Inkubation Inkubation 
Reticulocyten | 2,6 4,7 8,2 9,0 | 4,28 10,8 13,7 
— 2G1-SH 8,6 8,6 
| 2;2 5,1 
Erythrocyten]| 3,6 4,9 4,5 5,3 2,89 8,1 10,1 
— 2G1-SH 5,8 8,6 
2,3 4,4 





























Die groBe «-NH,-N-Freisetzung waihrend der Hydrolyse laBt den 
SchluB zu, daB in den Erythrocyten und noch mehr in den Reticulo- 
cyten Peptide in gréBerer Konzentration vorkommen. Es ist bekannt, 
daB Erythrocyten einen hohen Glutathiongehalt aufweisen. Der Gluta- 
thionwert aus Tab. 5 fiir die Kaninchenerythrocyten entspricht den aus 
der Literatur bekannten Werten!*. Reticulocyten weisen einen um 50% 


“13 A, Fujita u. J Numata, Biochem. Z. 299, 262 [1938]. 
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hoher liegenden Wert auf. Glutathion gibt mit der Ninhydrinfarbreak- 
tion eine molare Extinktion, die den itibrigen Aminosiuren entspricht 
oder auf N umgerechnet 1/, der Extinktion. Der Anteil der durch Gluta- 
thion bedingten Vermehrung des «-NH,-N wahrend der Hydrolyse 
betrigt also das Doppelte der Glutathionkonzentration. 

Wie Tab. 5 zeigt, laBt sich ein groBer Teil des bei der Hydrolyse 
freigesetzten N durch Glutathion erkliren. Die Glutathionmenge andert 
sich wahrend der verschiedenen Inkubationsbedingungen nur unwesent- 
lich. Die Differenz zwischen dem bei der Hydrolyse freigesetzten N und 
dem Glutathion 14Bt den SchluB zu, daB neben dem Glutathion auch 
noch andere Peptide sowohl in den Erythrocyten als auch in den Reti- 
culocyten vorkommen. 

In Tab. 6 sind die Mittelwerte fiir NH,, Nucleotid-N und «-NH,-N 
in Erythrocyten und Reticulocyten und ihr Verhalten bei der Inkubation 
in substratfreiem Milieu zusammengestellt. Die Summe dieser Werte 
erklirt in jedem Falle mindestens 70° des Rest-N. Der unbekannte 
Rest ist unabhingig davon, ob es sich um reife Erythrocyten oder 
Reticulocyten handelt, annahernd gleich und andert sich unter endogenen 
Bedingungen nicht wesentlich. 


Tab. 6. N-Bilanz. Alle Werte sind in ~Mol NH,/ml-Zellen angegeben. 


























Erythrocyten Reticulocyten 
NaCl NaCl 
re Inkubation | 4nfangewert Fadaesion 
ENN Mieterase's! ree, 0,4 2,0 0,6 3,6 
Nucleotid-N .... 12,9 10,1 18,6 25,6 
OAINEIROIN 6 das 14,1 16,8 20,8 31,4 
Fraktionen .... . 27,4 (84%) | 28,9 (75%) | 40,0 (90%) | 60,6 (89%) 
PROSUIING 5. - 10. eS. Ss) 32,7 38,4 43,8 68,4 
Nicht erfaBt .... 5,3 9,5 3,8 7,8 


* a-NH,-N zuziiglich des bei der Hydrolyse freigesetzten a-NH,-N und NH. 


Die Zunahme des Rest-N in Reticulocyten bei Inkubation in NaCl 
1aBt sich also fast zur Halfte durch Vermehrung des «-NH,-N erklaren. 
Der Anteil des x-NH,-N wird noch gréBer, wenn man beriicksichtigt, 
daB ein groBer Teil des wahrend der Inkubation freigesetzten NH, aus 
verbrannten Aminoséuren stammt"*. 


Diskussion 


Fir die Tatsache, daB der Rest-N in Reticulocyten gréBer als in 
Erythrocyten ist, sind zwei Méglichkeiten der Erklarung in Betracht 
zu ziehen. Einmal kommt die kontinuierliche Freisetzung von Rest-N 


 *M#ALG. Schweiger, S. Rapoport u. E. Schélzel, Acta biol. med. 
germ. 1, 422 [1958]. 
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z.B. aus dem Stroma* in Frage, zum anderen die ungleich gréBere 
Fahigkeit des Reticulocyten, Rest-N-Substanzen aus der Umgebung 
aktiv aufzunehmen”, 

Die wenn auch kleine, so doch deutliche Zunahme des Rest-N in 
Erythrocyten ist durch 2.4-DNP nicht hemmbar. Es handelt sich ver- 
mutlich um hydrolytische Proteolyse (Proteasen in roten Blutkérperchen 
sind schon mehrfach beschrieben worden"*). Dagegen ist der GroBteil der 
Proteolyse in Reticulocyten energieabhaingig und stellt somit eine 
,,aktive’ Proteolyse dar!’. Sie wird schon bei 10-*-m. 2.4-DNP maximal 
gehemmt und in Gegenwart von Glucose und Phosphat im Ausmaf 
eingeschrinkt. Dieser Befund entspricht der schon friiher vertretenen 
Auffassung von der Umwandlung des Stroma-N auf dem Wege iiber 
den Rest-N zu Haimoglobin®. 

Die Anfangswerte fiir die Nucleotidkonzentration liegen hoch, wenn 
man sie mit Werten, die mit anderen Methoden gewonnen wurden, ver- 
gleicht!*, Sie stimmen gut tiberein mit den Werten von Rapoport, 
Guest und Wing?®. 

Das Fehlen einer wesentlichen Veranderung der Nucleotidkonzen- 
tration in Erythrocyten fiihrt, da die Méglichkeit eines Zuwachses von 
Nucleotidmaterial durch Abbau von Ribonucleinséure in Erythrocyten 
ausgeschlossen ist?°, zu dem SchluB, da’ in Erythrocyten ein weiterer 
Abbau der Basen nicht méglich ist. 

Die Zunahme der freien Nucleotide wihrend der Inkubation von 
Reticulocyten entspricht dem Abbau der Ribonucleinsiure. Die Hem- 
mung der Nucleotidzunahme durch 2.4-DNP steht im Einklang mit der 
Tatsache, da8 auch das Verschwinden der SRF, also der Abbau der 
Ribonucleinsaéure durch 2.4-DNP gehemmt wird. Bei der Umrechnung 
der Nucleotidkonzentrationen auf Nucleotid-N zeigt sich, daB der Nu- 
cleotid-N die Veraénderung des Rest-N nur zu einem Bruchteil erklart. 
Zwar wird durch 2.4-DNP eine Vermehrung des Nucleotid-N verhin- 
dert, aber man findet im Gegensatz zum Verhalten des Rest-N keinen 
Unterschied in der Nucleotid-N-Zunahme bei Inkubation in Phosphat- 
Glucose, verglichen mit der Verainderung in NaCl. Der Nucleotid-N in 
Erythrocyten bleibt bei Beriicksichtigung der Ammoniakfreisetzung ™“ 
annahernd gleich. 

Von Interesse ist der Vergleich der Bedingungen, unter denen die 
Desaminierung der Adeninderivate in Erythrocyten und Reticulocyten 





15 T.R. Riggs, H. N. Christensen u. I. M. Palatine, J. biol. Chemistry 

194, 53 [1952]. 

16 W. L. Morrison u. H. Neurath, J. biol. Chemistry 200, 39 [1953]; 
E. Goetze u. S. Rapoport, Biochem. Z. 326, 53 [1954]. 

17 N. N. Jakovlev, Physiolog. J. SSSR 35, 236 [1949]. 

18 G. R. Bartlett, E.Savage, L. Hughes u. A. A. Marlow, J. appl. Phy- 
siol. 6, 51 [1953]. 

19 §. Rapoport, G. M. Guest u. M. Wing, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 57, 
344 [1944]; S. Rapoport u. G. M. Guest, J. biol. Chemistry 138, 269 [1941]. 
20 R. Lindigkeit, E. Goetze u. 8. Rapoport, Biochem. Z. 325, 548 [1954]. 
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erfolgt. In Erythrocyten findet in Abwesenheit der Glucose eine fast 
vollstaindige Umwandlung in Hypoxanthin statt®!. Uber ihren Weg be- 
stehen jetzt wohl keine Zweifel. Die ausbleibende Rephosphorylierung 
von ADP fiihrt mit Hilfe der Adenylatkinase zur Bildung von AMP”, 
welches durch eine wenig spezifische Phosphatase zu Adenosin dephos- 
phoryliert wird’, Dieses wird durch die hochaktive Adenosindesaminase, 
das einzige Enzym der Erythrocyten, das Adeninderivate desaminiert, 
in Inosin tibergefihrt. SchlieBlich entsteht als Endprodukt der Adenin- 
derivate, katalysiert durch die Purinnucleosidphosphorylase, mit Hilfe 
von Phosphat Hypoxanthin und Ribosephosphat”. 

In Reticulocyten findet auch in Abwesenheit von Glucose dieser 
Vorgang nicht in groBem Umfang statt, da der aerobe Stoffwechsel die 
stationare ATP-Konzentration aufrechterhalt. Erst in Gegenwart von 
Dinitrophenol kommt es zur fast vélligen Umwandlung der Adenin- 
derivate zu Hypoxanthin nach derselben Reaktionsfolge wie fiir die 
Erythrocyten beschrieben. 

Es bestehen gewisse Hinweise, daB auBerdem Reaminierungs- 
prozesse eine Rolle spielen. Dafiir spricht, daB bei Inkubation in Phos- 
phat und Glucose, verglichen mit dem Anfangszustand, eine Abnahme 
von Hypoxanthin und Zunahme von Adenin stattfindet. 

Von Interesse ist auch die Tatsache, daB die im Saéulenchromato- 
gramm von Reticulocyten gefundenen Abkémmlinge der Ribonuclein- 
siure, GTP, CTP und UTP, als Triphosphate vorliegen. Dies spricht 
fiir ihre vollstandige Phosphorylierung im Verlauf der Freisetzung. Der 
Nachweis entsprechender Enzyme im roten Blutkérperchen steht noch 
aus. 

Uber das Verhalten der Aminosduren in roten Blutkérperchen bei 
verschiedenen Andimieformen gibt es in der Literatur einander wider- 
sprechende Angaben. Wihrend von Fokina* bei der Entblutungs- 
animie ein Abfall der Aminosaiurenkonzentration in den roten Blut- 
kérperchen beschrieben wurde, fand Provenzale®’ bei der Phenyl- 
hydrazinanimie einen Anstieg um 10—15%. 

Bei unseren Versuchen zeigt das Verhalten des «-NH,-N eine 
mit dem Rest-N qualitativ recht gut iibereinstimmende Tendenz. Der 
Zusammenhang zwischen Rest-N und «-NH,-N wird durch die gleich- 
artige Hemmung beider Vorgiinge durch 2.4-DNP sowie die einsparende 
Wirkung von Phosphat und Glucose unterstrichen. 


21 W. Mozolowski, Biochem. Z. 206, 150 [1929]. 

22 A. V. Kotelnikova, Biochimia 14, 145 [1949]. 

23 G. Rost, unver6ffentlichte Versuche. 

24H. G. Schweiger, unver6ffentlichte Versuche. 

25 B. W. Gabrio u. F. M. Huennekens, Biochim. biophysica Acta 18, 585 
[1955]. 
26 T. V. Fokina, Bull. exp. Biol. Med. 11, 449 [1941], zit. nach C. A. 41, 
6372¢ [1947]. 

27 L. Provenzale, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 15, 565 [1940]. 
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Unter Beriicksichtigung des bei der Hydrolyse erfaBbar geworde- 
nen N, sei es als NH, oder als freigesetzter «-NH,-N, kommt man zu 
dem SchluB, daB ungefahr die Halfte des unter unseren Bedingungen 
gefundenen Rest-N durch Aminosiauren zu erklaren ist. Die Veraénderun- 
gen der freien Aminosiuren fallen besonders dann ins Auge, wenn man 
den unter allen Versuchsbedingungen praktisch gleichbleibenden Gluta- 
thionwert abzieht. Dann steigt z.B. bei Inkubation in NaCl der Wert 
fiir die freien Aminosiéuren auf das 214-fache. Diese freigesetzten Amino- 
siuren finden unter endogenen Bedingungen als Substrat der Atmung** 
bei Zusatz von Glucose in Gegenwart von Phosphat als Bausteine fiir 
die Himoglobinsynthese* Verwendung. 

Die Hemmung der Freisetzung des Rest-N durch 2.4-DNP 1aBt sich 
durch eine Hemmung der Freisetzung der Ribonucleinséure und durch 
Hemmung des Abbaus vorgebildeter Stromaproteine erkliren. Es sind 
also beide Prozesse vom Energiestoffwechsel abhangig. 

Auf eine energieabhingige Aminosiurefreisetzung ist bereits hin- 
gewiesen worden!’2°, Uber den Mechanismus jedoch ist noch nichts 
bekannt. Fir einen energieabhingigen Ribonucleinséiureabbau gibt es 
iiberhaupt noch keine Anhaltspunkte. Méglicherweise sind Aminosaure- 
freisetzung und Ribonucleinsiureabbau miteinander gekoppelt, und nur 
einer der beiden Vorgiange wird durch 2.4-DNP gehemmt. 


Zusammenfassung 


Die in Kaninchenreticulocyten zu beobachtende Rest-N-Zunahme 
ist zu tiber 50% auf die Freisetzung von Aminosiuren aus dem Stroma 
zuriickzufihren. Der Anteil des aus Ribonucleinsiure stammenden 
Nucleotid-N betragt weniger als 1/5. 

Beide Vorginge, der intrazellulire Protein- und Ribonucleinsiure- 
abbau, sind durch 2.4-DNP hemmbar. 

Neben ATP lassen sich in Kaninchenreticulocyten auch GTP, CTP 
und UTP nachweisen. 


Summary 


More than 50% of the increase of NPN which can be observed in 
rabbit reticulocytes is due to the liberation of amino acids of the stroma. 
Nucleotid-N from ribonucleic acid accounts for less than 1/, of the 
increase of the NPN. Both processes, the intracellular proteolysis and 
break-down of intracellular ribonucleic acid, are inhibited by 2.4-DNP. 
In the reticulocytes there are found besides ATP, also GTP, CTP 
and UTP 


28 S. Rapoport, H. G. Schweiger u. H. Brandt, Naturwissenschaften 44, 
636 [1957]. 

29M. V. Simpson, J. biol. Chemistry 201, 143 [1953]; D. Steinberg u. 
M. Vaughan, Arch. Biochem. Biophysics 65, 93 [1956]; R. Rendi, Nature 
[London] 181, 351 [1958]. 
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Untersuchungen zum Silicoseproblem 


Uber den EinfluB von oligomerer Kieselsaure* 


auf die oxydative Phosphorylierung 
Von 
W. Kersten, K. Krisch und Hj. Staudinger 


Aus dem Zentrallaboratorium der Stadt. Krankenanstalten Mannheim 
Vorstand: Prof. Dr. Hj. Staudinger 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. April 1958) 


Herrn Professor Dr. K. Felix in Verehrung zum 70. Geburtstag gewidmet 


Zur Deutung der Pathogenese der Silicose werden heute im wesent- 
lichen zwei verschiedene Hypothesen diskutiert: 

1. Die ,,Oberflichenhypothese‘‘!-? miBt Vorgiingen an der Grenzflache 
von Quarzkristall zu Gewebe entscheidende Bedeutung bei. Ins- 
besondere sollen dort erfolgende EiweiBumbauvorgange fiir die silico- 
tische Gewebsreaktion verantwortlich sein. 

2. Die ,,Léslichkeitstheorie‘‘4-7 sieht das schidigende Agens in der sich 
langsam vom Quarzkorn ablésenden Kieselsdure. Ob diese in der Zelle 
in oligomerer oder polymerer Form zur Wirkung kommt, ist noch 
umstritten. 


Die schidigende Wirkung von hoher konzentrierter, polymerer 
Kieselsiure auf verschiedene Zellfunktionen und Enzymsysteme ist 
durch eine Reihe von Arbeiten gut bekannt 581°, Diese Befunde wer- 
den durch die proteindenaturierenden Eigenschaften der Polykiesel- 
siure erklirt. Die beschriebenen Wirkungen sind daher nicht auf echte 
Enzymhemmungen zuriickzufiihren, sondern sie sind irreversibel und 
relativ unspezifisch. 


* Mit dem Ausdruck ,,Oligokieselsiure“‘ bezeichnen wir in der vorliegenden 
Arbeit die sog. ,,molybdataktive’ Kieselsiure; dabei handelt es sich gréBtenteils 
um Monokieselsiure neben einem geringen Prozentsatz di- bzw. niedrig oligomerer 
Kieselsiure (Naiheres s. im methodischen Teil). 

1 §. Heffernan, Tubercle 16, 397 [1935]. 

2 R. Jager, Z. Aerosolforsch. 2, 491 [1953]. 

H. Seifert, Z. Aerosolforsch. 2, 500 [1953]. 

W. E. Gye u. E. H. Kettle, Brit. J. exp. Pathol. 3, 241 [1922]. 

E. J. King, J. Occ. Med. 4, 26 [1947]. 

R. Schwarz, Angew. Chem. 68, 163 [1956]. 

R. Schwarz u. E. Baronetzky, Angew. Chem. 68, 573 [1956]. 

W. Lithning, Beitrage z. Silikoseforschg. 28, 33 [1954]. 

W. Klosterkétter, Arch. Hyg. Bakteriol. 188, 522 [1954]; 189, 62 [1955]. 
10 D. M. James u. J. Marks, J. of Hyg. 54, 342 [1956]. 
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R. Schwarz®*®’ konnte zeigen, daB von in Wasser suspendiertem 
Quarzstwub Kieselsiure nur in monomerer (allenfalls niederoligomerer) 
Form in Lésung geht. Es stellt sich in einem solchen System eine Sat- 
tigungskonzentration von etwa 10 mg°%, SiO, (= 1,67-10-%-m.) ein. 
Schwarz hat nun die Arbeitshypothese aufgestellt, daB die leicht dif- 
fundierende, reaktionsfahige Mono- oder Oligokieselsiure das wirksame 
chemische Agens bei der Silicoseentstehung sei. 

Wir haben daher seit einiger Zeit unser Interesse dem EinfluB nieder- 
konzentrierter oligomerer Kieselsiure auf biochemisch meBbare Zell- 
funktionen zugewandt. 

Schlipkéter™ 12 wies an Hand eingehender elektronenoptischer 
Untersuchungen nach, daB im silicotischen Granulationsgewebe beson- 
ders die Mitochondrien geschadigt sind und Quellungserscheinungen 
zeigen. Es war daher von Interesse, diesen morphologischen Befunden 
biochemische Untersuchungen zur Funktion der Mitochondrien in kiesel- 
siurehaltigem Milieu gegeniiberzustellen. 

In der vorliegenden Arbeit wird iiber den Einflu8 von Oligokiesel- 
siure auf die oxydative Phosphorylierung von Rattenlebermitochondrien 
berichtet. In Ergainzung dazu wurden Versuche tiber die Adenosintri- 
phosphatase-Aktivitaét und die Schwellung von Mitochondrien unter- 
nommen. 


Methodik 


1. Kieselsiurelésungen: Da Kieselsiure in Konzentrationen iiber 10 bis 
12 mg% SiO, leicht polymerisiert®’*, sei auf die Herstellung bestandiger und 
sicher oligomerer Kieselsiure etwas naher eingegangen. Ein besonders geeignetes 
Verfahren zur Herstellung fast ausschlieBlich monomerer bzw. oligomerer Kiesel- 
siure ist die Hydrolyse von Orthokieselsiure-tetramethylester!*1415, Wir haben 
in den hier beschriebenen Versuchen ausschlieBlich mit solchen ,,Hydrolyse- 
Kieselséure‘‘-Lésungen einer Konzentration von 10 mg% SiO, (= 1,67- 10—%-m.) 
gearbeitet. 

Der Kieselsiure-tetramethylester wird zunaichst durch dreimalige Destillation 
unter Feuchtigkeitsausschlu8 gereinigt. 0,365 ml (entspr. 375 mg) des gereinigten 
Esters 148t man unter Riihren langsam in 1000 m/ bidest. Wasser, das auf 60° 
erwarmt wurde, eintropfen*. Danach wird zur Entfernung des bei der Hydrolyse 
freigesetzten Methanols innerhalb von 20 Min. unter weiterem Riihren auf 90° 
erhitzt, anschlieBend auf Raumtemperatur abgekiihlt und auf 1000 ml aufgefiillt. 
Aufbewahrt werden die Kieselsiurelésungen in Polyathylenflaschen, die vorher 
einige Zeit mit halbkonz. Natronlauge und danach mit verd. FluBsiure behandelt 
worden waren. Nach der geschilderten Vorschrift erhalt man eine Lésung von 
14—15 mg% SiO,, die sogleich nach der Herstellung auf 10,0 mg% SiO, (bzw. 
13,3 mg% SiO,, s. u.) verdiinnt wurde. Die Lésungen wurden vor Gebrauch je- 


11H. W. Schlipkéter in ,,Bekampfung d. Silikose‘‘ Bd. II, S. 20, Verlag 
Gliickauf GmbH, Essen 1956. 

12 H. W. Schlipkéter, Klin. Wschr. 33, 54 [1955]. 

13 G. B. Alexander, J. Amer. chem. Soc. 75, 5655 [1953]. 

14 R. Schwarz u. K. G. Knauff, Z. anorg. allgem. Chem. 275, 176 [1954]; 
R. Schwarz, pers6nl. Mitteilung. 

15 K. Weitz, H. Frank u. M.Schuchard, Chemiker-Ztg. 74, 256 [1950]. 

* Quarzbecherglas ratsam, andernfalls kann auch ein gealtertes Jenaer Becher- 
glas verwendet werden. 
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weils mehrere Tage bei Zimmertemperatur stehengelassen, um etwaigen Poly- 
kieselsfurespuren Gelegenheit zur Depolymerisation zu geben. 

Die Bestimmung des SiO,-Gehaltes erfolgte kolorimetrisch nach Alexander 
durch Messen des gelben Silicomolybdatkomplexes bei 436 my?*. Mit Ammonium- 
molybdat reagieren nur Mono- und niedere Oligokieselsiuren, nicht dagegen Poly- 
kieselsaure. Wenn in der vorliegenden Arbeit von Oligokieselsaure gesprochen wird, 
so ist damit die ,,molybdataktive* Kieselsiure gemeint. Diese besteht (wie orien- 
tierende Versuche mit der sog. ,,Molybdat-Zeit‘‘-Reaktion! ergaben) in unseren 
durch Hydrolyse gewonnenen SiO,-Lésungen zum gréBten Teil aus monomerer 
Kieselsiure, neben einem geringen Prozentsatz niedrigmolekularer Oligokiesel- 
siuren. 

Zusatzlich kontrollierten wir unsere Lésungen mit der Methode von Stege- 
mann und Fitzek**. Die Autoren bestimmen die Gesamtkieselsiure kolorimetrisch 
nach Vorbehandlung mit FluBsaiure. Das entstehende SiF',-Ion soll in gleicher Weise 
wie freie Kieselsiure mit Ammoniummolybdat reagieren. Die Differenz zwischen 
direkt molybdataktiver und nach HF-Vorbehandlung mit Molybdat reagierender 
Kieselsdure ergibt den Gehalt einer Lésung an Polykieselsiure. Bei mehrfachen 
Analysen unserer Lésungen (10,0 bzw. 13,3 mg% SiO.) wurden fiir die Gesamt- 
kieselsiure in keinem Fall héhere Werte als fiir die molybdataktive Kieselsiure 
gefunden. Innerhalb der Fehlergrenzen der erwahnten Methoden waren also keine 
Polykieselsiuren nachweisbar. 

2. Mitochondrien: Als Versuchstiere dienten Albinoratten eigener Zucht. 
Die Isolierung von Rattenlebermitochondrien erfolgte nach dem Standardverfahren 
von Hogeboom, Schneider und Pallade?’ in Saccharoselésung (0,25-m. Saccha- 
rose, 0,007-m. Versen, 0,02-m. Tris-HCl pu 7,4). Die Mitochondrien wurden einmal 
nachgewaschen und zuletzt in 8 ml der Saccharose-Versen-Trislésung aufgenommen. 
Wahrend des gesamten Aufarbeitungsganges wurde darauf geachtet, daB die 
Temperatur unter -+ 4° blieb. Die eingesetzte Menge entsprach 500—800 mg 
Rattenleberfrischgewicht. Der Proteingehalt der Mitochondrien wurde mit der 
Biuret-Methode nach Biicher-Weichselbaum!?® kontrolliert. Er betrug 10 bis 
15 mg Protein/Ansatz. 

3. Oxydative Phosphorylierung: Die Bestimmung der P/O-Quotienten 
erfolgte in Anlehnung an das System von Hunter und Ford?® mit -Hydroxy- 
buttersiure als Substrat*. Die Sauerstoffaufnahme wurde manometrisch in der 
Warburg-Apparatur gemessen. Anorganisches Phosphat wurde nach Martin und 
Doty?° bestimmt. Bei dieser Methode wird die Phosphormolybdansaure vor der 
Reduktion mit Isobutanol-Benzol ausgeschiittelt. Die Gegenwart von Kieselsaiure 
beeinfluBt die Bestimmung nicht, da die Silicomolybdansiure in der Isobutanol- 
Benzol-Phase nicht léslich ist. Zur P-Bestimmung wurden jeweils 0,1 mi der An- 
sitze in 3,9 ml 5-proz. Trichloressigsiure pipettiert, der Proteinniederschlag ab- 
zentrifugiert und 0,5 ml des Uberstandes zur Bestimmung eingesetzt. 

Unmittelbar nach dem Kippen wurde aus jeweils 2 GefaBen 0,1 mi zur Be- 
stimmung des Phosphat-Nullwertes entnommen. Inkubiert wurde 10 Min. bei 25°. 
Die molaren Endkonzentrationen im Warburg-GefaiB betrugen im einzelnen: 

MgCl, 5,0-10-%; NaF 1,9-10-%; KCl 2,0-10-?; KH,PO, 3,1 -10-%; 
Na,HPO, 6,4-10-%; 6-Hydroxybutyrat (Na-Salz, Fa. Light & Co. Ltd. Poyle, 


16 H. Stegemann u. J. Fitzek, Beitrage z. Silikoseforschg. 31, 31 [1954]. 

17 G.H. Hogeboom, W.C.Schneider u. G. E. Pallade, J. biol. Chemi- 
stry 172, 619 [1948]. 

18 G. Beisenherz, H. J. Boltze, Th. Biicher, R. Czok, K. H. Garbade, 
KE. Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforschg. 8, 555 [1953]. 

19 EK. Hunter u. C. Ford, J. biol. Chemistry 216, 357 [1955]. 

20 J. B. Martin u. D. M. Doty, Analytic. Chem. 21, 965 [1949]. 

* Fiir eine Reihe wertvoller methodischer Hinweise sind wir Herrn und Frau 
Dr. Lamprecht, Miinchen, zu Dank verpflichtet. 
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Colnbrook/Bucks, England) 1,2 - 10-?; ATP* 1,5 - 10-*; ADP 1,9 - 10-3; DPN 
(Reinst, C. F. Boehringer & Séhne, Mannheim) 1,0-10-*; Glucose 2,0 - 10-?; 
Saccharose 0,125; Tris (Trihydroxymethylaminomethan, Fa. Sigma, St. Louis, 
USA) 9,2-10-?; Versen 3,4-10-%; Hexokinase (Hefe-Hexokinase, Typ II, Fa. 
Sigma, s. 0.) pro Ansatz 3,5 mg (= 170 K.M.-Einheiten). 

In den kieselséurehaltigen Ansitzen betrug die Endkonzentration 1,67 - 10-3 m. 
(= 10 mg%) SiO,. Um gleiche Bedingungen fiir die Vergleichsansétze und die 
SiO,-Ansatze zu gewahrleisten, wurde jeweils mit ein und derselben Mitochondrien- 
praparation gearbeitet. 

4. Adenosintriphosphatase: Die ATPase-Aktivitét von Rattenleber- 
mitochondrien wurde nach Myers und Slater”! bestimmt. Von den vier ATPase- 
wirksamen Enzymen, die Myers und Slater auf Grund verschiedener pq-Optima 
unterscheiden, griffen wir als wichtigstes dasjenige mit einem pqy-Optimum von 6,3 
heraus; nur dieses wird durch Dinitrophenol eindeutig aktiviert. Bestimmung des 
Phosphats nach Martin und Doty?®. 

5. Mitochondrienschwellung: Auf Cleland bzw. Raaflaub® geht 
die Beobachtung zuriick, daB beim Altern der Mitochondrien oder unter dem Ein- 
fluB einiger ,,entkoppelnder“‘ Agentien eine vermehrte Wasseraufnahme der 
Mitochondrien eintritt und dieser Vorgang an Hand einer Abnahme der optischen 
Dichte photometrisch verfolgt werden kann. Wir folgten der Versuchsanordnung 
von A. L. Lehninger u. Mitarbb.*4 und fiihrten die Experimente in 0,25-m. Sac- 
charose durch. Die Mitochondrien wurden in 0,25-m. Saccharose, 0,02-m. Tris- 
puffer, po 7,4, ohne Versen** aufgenommen. 

Die Messungen wurden in 10-mm-Kiivetten bei 520 mu im Spektralphoto- 
meter PMQ II der Firma Carl ZeiB, Oberkochen, durchgefiihrt. 

Zu 2,48 mi 0,25-m. Saccharose, 0,02-m. Trispuffer, py 7,4, wurden zum Zeit- 
punkt 0 mit Hilfe eines abgeflachten Glasstabes 0,02 ml der Mitochondrien- 
suspension gegeben, gut umgeriihrt und dann in Abstinden von 5 Min. die Ex- 
tinktion 30 Min. lang verfolgt. Die Anfangsextinktion soll zweckmaBigerweise etwa 
zwischen 0,3 und 0,5 liegen. Eine stérende Sedimentierung der Mitochondrien tritt 
innerhalb der MeBzeit nicht ein. In den kieselsiurehaltigen Ansaétzen wurde eine 
10 mg% SiO, enthaltende Saccharose- und Tris-Lésung verwendet. 


W. Kersten, K. Krisch und Hj. Staudinger, Bd. 313 (1958) 


Ergebnisse 
1. Oxydative Phosphorylierung 


Tab. 1 bringt die Ergebnisse von 12 verschiedenen Bestimmungen 
der oxydativen Phosphorylierung von Rattenlebermitochondrien mit - 
Hydroxy-buttersiure als Substrat. 

Die Versuche zeigen, daB in den Ansitzen mit 10 mg Oligokiesel- 
siure die P/O-Quotienten gegeniiber den entsprechenden Normalwerten 
erniedrigt sind. Im Durchschnitt liegen die P/O-Quotienten in den SiO, 
entbaltenden Ansitzen um 16% niedriger. Wie im methodischen Teil 


* Wir danken der Fa. Zellstoff-Fabrik Waldhof, Mannheim fir Uber- 

lassung von ATP (Tetranatriumsalz 70% rein) und ADP (Trinatriumsalz, 65% rein). 

** In Gegenwart von Versen wird die Schwellung von Mitochondrien fast 
vollstandig gehemmt. 

21D. K. Myers u. E.C. Slater, Nature [London] 179, 363 [1957]. 

22 K. W. Cleland, Nature [London] 170, 497 [1952]. 

23 J. Raaflaub, Helv. physiol. Acta 11, 142 [1953]. 

*4 D. F. Tapley, C. Cooper u. A. L. Lehninger, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 18, 597 [1955]; A. L. Lehninger, ,,Physiology of Mitochondria‘ in 
,,Enzymes“: ,,Units of Biological Structure and Function‘ Acad. Press Inc. 
Publishers, New York [1956]. 
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niher beschrieben, erfolgte keine besondere Vorinkubation der Mito- 
chondrien mit SiO, (wie sie beispielsweise bei Thyroxin-Versuchen 
meistens erforderlich ist) 5, sondern die Wechselwirkung zwischen Kiesel- 
siure und Mitochondrien erfolgte erst wahrend der Inkubation im 
Warburg-Apparat selbst. 

Vergleicht man die Werte der Sauerstoffaufnahme, so wird deut- 
lich, daB die Veratmung von f/-Hydroxybutyrat durch Mitochondrien 
in Gegenwart von 10 mg% SiO, regelmaBig gehemmt ist, und zwar im 
Mittel um 17%. Wesentlich stirker ist in den kieselsiurehaltigen An- 
siitzen jedoch die Phosphataufnahme herabgesetzt (im Mittel um 30%). 
Dies bedingt, daB trotz erniedrigten Sauerstoffverbrauchs der P/O- 
Quotient absinkt. 


Auch bei Verwendung von Kieselsaure, die durch Neutralisation von Natrium- 
silikat mit Salzsiure hergestellt wurde, ist der P/O-Quotient regelmaBig herab- 
gesetzt. Hohere Konzentrationen (es wurden bis 50 mg% SiO, untersucht) be- 
wirken eine zunehmende Erniedrigung des P/O-Quotienten. Wir haben dariiber 
schon kurz berichtet?®. Bei den Konzentrationen iiber 15 mg% 1aBt sich jedoch 
nicht sicher sagen, in welchem Umfang Polykieselsiure dabei eine Rolle spielt. 
Wir haben in der vorliegenden Arbeit, in der die Wirkung oligomerer Kieselsiure 
beschrieben wird, deshalb nur die Versuche beriicksichtigt, die mit 10 mg% Oligo- 
kieselsiure (s. Methodik) durchgefithrt wurden. 


Tab. 1. P/O-Quotienten mit und ohne 10 mg% Kieselséure (= 1,67- 10-3-m. SiO,). 












































Kontrollen 10 mg% SiO, Hemmung in den SiO,- 
Sauer- | Phos- Sauer- | Phos- Ansatzen im Vergleich 
stoff- | phat- stoff- | phat- zu den Kontrollen in % 

ver- auf- P/O ver- auf- P/O 
brauch | nahme brauch | nahme O,- |Phosph.- 
uw AtO | uMolP u At O |u Mol P verbr. | aufn. | P/O 
1,12 2,4 2,14 0,74 1, 1,62 —34 —50 —24 
1,15 3,3 2,86 0,95 2,2 2,31 —17 —33 —19 
1,90 3,0 1,58 1,46 1,6 1,10 —23 —47 —30 
0,93 1,6 1,72 0,75 1,1 1,47 —19 —3l —15 
2,51 5,4 2,15 1,66 3,7 2,23 —34 —32 + 4 
1,63 3,4 2,09 1,35 2,7 2,00 —17 —2]1 — 5 
1,85 3,5 1,89 1,60 2,7 1,69 —13 —23 —ll 
1,91 4,8 2,51 2,03 4,4 2,17 + 6 — 8 —14 
1,96 5,8 2,96 1,66 3,5 2,11 —15 —40 —29 
2,25 5,0 2,22 1,93 3,9 2,02 —14 —22 —9 
2,42 6,1 2,52 2,14 4,3 2,01 —ll1 —30 —20 
2,52 6,5 2,58 2,14 4,7 2,20 15 —28 —15 
Mittel: ©—17 —30 —16 


Die Unterschiede zwischen den einzelnen MeBreihen wurden nach dem t-Ver- 
fahren statistisch ausgewertet. Die errechnete Wahrscheinlichkeit P ist fir O,- 
Verbrauch, P-Aufnahme und P/O-Quotient P < 0,001. 


25 C. Martius u. B. Hess, Arch. Biochem. Biophysics 38, 486 [1951]; Bio- 
chem. Z. 826, 191 [1955]. 

26 Hj. Staudinger, Vortrag Internat. KongreB f. Staublungenforschung, 
Miinster 1957. 
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2. Adenosintriphosphatase 


Mitochondrien sind in der Lage, ATP hydrolytisch in ADP und 
Orthophosphat aufzuspalten. Beim Altern der Mitochondrien und durch 
verschiedene entkoppelnde Substanzen, wie Dinitrophenol und Dicu- 
marol, wird die zunachst geringe ATPase-Aktivitat frischer, in Saccha- 
rose aufgearbeiteter Mitochondrien wesentlich gesteigert 24 2? 28.29, Damit 
kommt es zu einer Verschlechterung der Phosphorylierungsrate, weil 
ein Teil des gebildeten ATP durch ATPase unmittelbar gespalten wird. 
Wir konnten in Vorversuchen die Aktivierung der ATPase durch 10-4 
und 10-5-m. Dinitrophenol bestitigen. Bei einer anderen Gruppe von 
entkoppelnden Agentien, von denen das Thyroxin der wichtigste Ver- 
treter ist, fehlt eine Erhéhung der ATPase-Aktivitit. Dabei spielen 
allerdings die Art der Mitochondrienisolierung, das Alter und die Thy- 
roxinkonzentration eine wesentliche Rolle®’. Es war nun die Frage, ob 
die beobachtete Senkung des P/O-Quotienten durch SiO, mit einer 
Aktivierung der Mitochondrien-ATPase einhergeht. Es zeigte sich je- 
doch, daB Kieselsiure in der bei den Phosphorylierungsversuchen ver- 
wendeten Konzentration von 10 mg% SiO, keinen EinfluB auf die Akti- 
vitit der ATPase hat. Auch aus Natriumsilikat hergestellte Kieselsiure 
beeinfluBt in Konzentrationen bis 25 mg° SiO, die ATPase nicht. 


3. Mitochondrienschwellung 


Zwischen Stoffwechselaktivitét und Struktur der Mitochondrien 
bestehen enge Wechselwirkungen. Beim Altern der Mitochondrien 
(z. B. langeres Aufbewahren bei Zimmertemperatur) kommt es zu einer 
vermehrten Wasseraufnahme in den intramitochondrialen Raum. 

Alle Faktoren, die die Mitochondrienschwellung verstiarken, fiihren 
auch zu einer Herabsetzung der oxydativen Phosphorylierung. Hierzu 
gehoren z.B. Thyroxin, Trijodthyronin, Calcium und p-Chloromercuri- 
benzoat. Andererseits verhindern einige andere entkoppelnde Substanzen 
(Dinitrophenol, Dicumarol) die Schwellung von Mitochondrien**. Thy- 
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j SS Einflu8 von 10 mg% Oligokieselsaure auf 
™ a 1 die Schwellung von Mitock oncrien. 
a NS Ohne (Kurve 1) und mit Kieselséure (Kurve 2). 
a an 2,48 ml 0,25-m.Saccharose, 0,02-m. Tris, pp 7,4 
80575 ees: Sale es , + 0,02 m/ Mitochondrien (entspr. 16 mg Rat- 
~ tenleberfrischgewicht, 411 y Protein/Ansatz) 
0350 t = 20°. 
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27 H. G. Klemperer, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 28, 404 [1957]. 

28 W. W. Kielley u. R. K. Kielley, J. biol. Chemistry 191, 485 [1951]. 

29 V.R. Potter, P. Siekevitz u. H. C. Simonson, J. biol. Chemistry 205, 
893 [1953]. 
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roxin und Dinitrophenol haben nach den Schwellungs- und ATPase- 
Versuchen mit Sicherheit einen grundsitzlich verschiedenen Wirkungs- 
mechanismus auf die oxydative Phosphorylierung** 27, 

Die Abb. zeigt den EinfluB von 10 mg% SiO, auf die Mitochondrien- 
schwellung. Das Ausma8 des Schwellungsvorganges schwankt bei den 
einzelnen Mitochondrienpraparationen. Wir konnten regelmaBig eine 
deutliche Verstaérkung der Schwellung in Gegenwart von Kieselsiure 
feststellen. Am stirksten ausgeprigt ist dieser Effekt bei Verwendung 
ganz frischer Mitochondrien. Im Konzentrationsbereich von 5—15 mg% 
Mono- bzw. Oligokieselsiiure ergaben sich keine quantitativen Unter- 
schiede in der schwellungsférderndern Wirkung. 


Diskussion 


Die geschilderten Befunde zeigen, daB sich in vitro bereits durch 
10 mg% Oligokieselsiure deutliche Schidigungen wichtiger Mitochon- 
drienfunktionen nachweisen lassen. Mono- bzw. Oligokieselsaure stellt 
mit Sicherheit keine generell fiir den intermediaren Zellstoffwechsel 
unschiadliche, indifferente Substanz dar. Es sei dies hier betont, weil 
King®, Lihning® und Marks und James? keinen EinfluB von mono- 
bzw. oligomerer Kieselsiure auf einige Zellfunktionen (z.B. Leukocyten- 
atmung, Aktivitét der Succinodehydrogenase und Cytochromoxydase) 
feststellen konnten und nur Polykieselsiure als schidigendes Agens an- 
sehen. Andererseits konnten wir bereits am Beispiel der mikrosomalen 
Glucose-6-Phosphatase eine reversible, nicht kompetitive Enzymhem- 
mung durch 10 mg% Oligokieselsiure nachweisen®*, Auch die Hexokinase 
wird durch Oligokieselsiure gehemmt. Verallgemeinern darf man diese 
Befunde jedoch nicht; verschiedene andere Enzyme (z.B. Serum-Milch- 
siure-Dehydrogenase und Glucose-6-phosphat- Dehydrogenase) wurden 
nach eigenen Versuchen in ihrer Aktivitaét durch 10 mg% SiO, nicht 
beeinfluBt *°. 

In Tab. 2 ist zusammenfassend der gegensitzliche Einflu8 von 
Thyroxin und Dinitrophenol auf die oxydative Phosphorylierung, die 
ATPase-Aktivitaét und die Mitochondrienschwellung dargestellt und mit 
der Wirkung von Oligokieselsiure verglichen. 

Es geht daraus hervor, daB das ,,Symptom“ einer Erniedrigung des 
P/O-Quotienten durch verschiedene ,,entkoppelnde‘‘ Agentien, im Einzel- 


Tab. 2. Oxydative Phosphorylierung, ATPase-Aktivitat und Mitochondrien- 
schwellung. Vergleich zwischen Dinitrophenol, Thyroxin und SiO,. 











Verbrauch ATPase | Schwellung | P/O-Quotient 
Dinitrophenol unbeeinfluBt aktiviert gehemmt ae ~~ 
Thyroxin gesteigert unbeeinfluBt | verstarkt erniedrigt 
Oligokieselsaure | leicht gehemmt | unbeeinfluBt | verstarkt leicht erniedrigt 














80 K. Krisch u. Hj. Staudinger, unverdéffentlichte Versuche. 
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fall also durch ganz verschiedene Mechanismen, zustande kommen 
kann 24 27, 

Ob und inwieweit den angefiihrten in-vitro-Befunden eine Bedeu- 
tung fiir die Pathogenese der Silicose zuzumessen ist, kann nach dem 
heutigen Stand unseres Wissens noch nicht entschieden werden. Dazu ist 
noch eine Reihe von Fragen zu kliren, z.B. in welcher Konzentration 
und Form (oligomer, polymer oder in Form von Kieselséiure-Estern), 
die Kieselsiure beim Silicosegeschehen im Zellinneren nun tatsachlich 
vorliegt. 

Die geschilderten Befunde halten wir deshalb fiir wichtig, weil sie 
zeigen, daB niederkonzentrierte, nicht polymere Kieselséure durch 
Schidigung der Mitochondrien eine Stérung der Atmung und Energie- 
verwertung der Zelle herbeifiihren kann. Daf solchen Vorgangen auch 
in vivo bei der Silicoseentstehung eine Bedeutung zukommt, halten 
wir insbesondere im Hinblick auf die eingangs erwahnten morphologi- 
schen Befunde Schlipkéters" fiir durchaus méglich. 


Herrn Dr. F. Lange (Steinkohlenbergwerk Hannover-Hannibal, Bochum- 
Hordel) und der durch ihn gegriindeten Arbeitsgemeinschaft danken wir fir die 
Unterstiitzung der Arbeit und fiir die Anregungen in gemeinsamen Diskussionen. 
Ebenso haben wir besonders der Bergbau-Berufsgenossenschaft Bochum 
fir die groBziigige Unterstiitzung unserer Arbeiten sowie Herrn Prof. Dr. 
K. Thomas und Herrn Prof. Dr. L. Lendle, Géttingen, und deren Kollegenkreis 
fiir fruchtbare Kritik und wohlwollendes Interesse zu danken. 


Zusammenfassung 

1. Oligomere Kieselsiure in einer Konzentration von 10 mg% SiO, 
(= 1,67-10-%-m.) fiihrt in vitro zu einer Erniedrigung des P/O-Quo- 
tienten von Rattenlebermitochondrien. 

2. Die Veratmung von $-Hydroxybutyrat wird unter gleichen Ver- 
suchsbedingungen durch SiO, im Mittel um 17%, die Phosphataufnahme 
dagegen um 30% gehemmt. 

3. Die ATPase-Aktivitét von Mitochondrien wird durch Oligo- 
kieselsiure nicht beeinfluBt. 

4. 10 mg% SiO, bewirken eine deutliche Verstirkung der Schwel- 
lung von Mitochondrien. 

Summary 

1. In a concentration of 10 mg% SiO, (= 1,67-10-% M), oligo- 
silicic acid causes a lowering of the P/O quotient of rat liver mitochondria 
in vitro. 

2. Under similar conditions, the utilization of 6-hydroxybutyrate 
is inhibited about 17% in comparison to a 30% inhibition of the as- 
similation of phosphate by SiQ,. 

3. The ATPase activity of mitochondria is not influenced by oligo- 
silicie acid. 

4. 10 mg% SiO, causes a pronounced stimulation of the swelling 
of mitochondria. 
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Gewinnung von 208-Hydroxysteroiden 
aus 17«.21-Dihydroxy-20-ketosteroiden durch mikro- 
biologische Hydrierung mit Streptomyces hydrogenans 


Von 


Fritz Lindner, Rudolf Junk, Georg Nesemann und Josef Schmidt-Thomé 


Aus dem Biochemischen und Mikrobiologischen Laboratorium der Farbwerke Hoechst AG, 
vormals Meister Lucius & Briining, Frankfurt a. M.-Héchst 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Mai 1958) 
Herrn Prof. Dr. Kurt Felix zu seinem 70. Geburtstag in Verehrung gewidmet 


Im Verlauf unserer Untersuchungen tiber die mikrobiologische De- 
hydrierung von A‘-3-Ketosteroiden durch Bakterien! beobachteten wir, 
daB hierbei gleichzeitig auch eine Hydrierung einer 20-standigen Keto- 
gruppe eintreten kann. Diese Reaktion ist nicht auf Bakterien be- 
schrankt. Bei der Priifung des Verhaltens von Steroiden gegeniiber 
Streptomyceten fanden wir in einer Bodenprobe aus der Nahe von 
Frankfurt einen Streptomyces-Stamm, der ganz besonders glatt die Di- 
hydroxyaceton-Seitenkette in Nebennierenrindensteroiden angreift. Es 
entstehen hierbei aus 17x.21-Dihydroxy-20-ketosteroiden 17x.20f.21- 
Trihydroxy-steroide. Die Hydrierung einer 20-Ketogruppe zur Hydroxy- 
gruppe durch Streptomyceten wurde schon friiher beobachtet. So geben 
Fried et al.? an, daB bei der Fermentierung von Progesteron mit 
Streptomyces lavendulae als Nebenprodukt eine 20$-Hydroxyverbindung 
entsteht. Vischer, Meystre und Wettstein® beobachteten die Bil- 
dung einer nicht naher charakterisierten 206-Hydroxyverbindung aus 
Reichsteins Substanz S bei Bebriitung mit Streptomyces coelicolor. Der 
von uns isolierte Streptomyces-Stamm ahnelt morphologisch sehr dem 
Streptomyces albus*, besonders hinsichtlich seiner Wachstumsformen so- 
wie der Fairbung von Luftmycel und Sporen; er unterscheidet sich je- 
doch in zwei biochemischen Reaktionen, von denen jede als Unter- 
scheidungsmerkmal gewertet werden kann, eindeutig von diesem, so 
daB die Einordnung als neue Spezies gerechtfertigt erscheint. Die Unter- 
scheidungsmerkmale sind aus umseitiger Tabelle ersichtlich*. Der neue 
Stamm wird von uns als Streptomyces hydrogenans bezeichnet. 

Streptomyces hydrogenans \aéBt sich in den iiblichen Nahrlésungen 
leicht ziichten und zeigt eine hohe Fermentaktivitét. Die Ausbeuten an 


1 F. Lindner, R. Junk, G.Nesemann u. J.Schmidt-Thomé, Natur- 
wissenschaften 43, 39 [1956]; Med. u. Chem. VI [1958], im Druck. 

2 J. Fried, R. W. Thoma u. A. Klingsberg, J. Amer. chem. Soc. 75, 402, 
1227 [1956]. 

3 E. Vischer, Ch. Meystre u. A. Wettstein, zit. nach A. Wettstein, 
Experientia [Basel] 11, 465 [1955]. 

4 Vgl. Bergeys Manual of Determinative Bacteriology, 6. Aufl.; Verlag The 
Williams & Wilkins Co., Baltimore 1948, S. 929 ff. 

* Wir danken Herrn Dr. K.-H. Wallhausser fiir die Untersuchung und 
Charakterisierung des Stammes. 
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Unterschiede zwischen Streptomyces hydrogenans 
und Streptomyces albus. 





. Streptoi 
Nahrboden h ne tn Streptomyces albus 





Ji rit keine Reduktion zu 
Nitratbriihe Nitrit 
Cellulose-Agar sparliches Wachstum 


und Sporenbildung 
Starke-Agar gute Starkehydrolyse | keine Starkehydrolyse 


20-Dihydrosteroiden sind recht gut und liegen bei 60—90%. Die Hydrie- 
rung scheint ausschlieBlich unter Bildung von 206-Hydroxyverbindun- 
gen zu verlaufen; jedenfalls haben wir die 20x-Epimeren nicht isolieren 
kénnen. Weiter scheint eine Spezifitit fiir Steroide mit einer Dihydroxy- 
aceton-Gruppierung in der Seitenkette zu bestehen; denn bei Bebriitung 
von Progesteron und Desoxycorticosteron beobachteten wir keine 
Reaktion. : 

Einige 208-Hydroxysteroide sind schon linger bekannt. So wurden 
von Reichstein aus der Nebennierenrinde u. a. die dem Cortison und 
Hydrocortison entsprechenden 20-Dihydroverbindungen isoliert, die als 
Substanz U [4-Pregnentriol-(17«.208.21)-dion-(3.11)] und als Substanz 
E [A4-Pregnentetrol-(118.17«.208.21)-on-(3)] bezeichnet worden sind®®, 

Durch Einwirkung des oben beschriebenen Streptomyces hydrogenans 
auf einige 17x.21-Dihydroxy-20-ketosteroide erhielten wir folgende 20- 
Dihydro-Verbindungen: 


Reduktion zu Nitrit 


kein Wachstum 








CH,OH CH,OH 
CO HO(H 
BRAS oF RAW 
PO 2 agine 
oA4\/ 1 OA IS 99 
CH,OH CH,OH 
CO HOCH 
th gt OH RA ACOH 
047 \/ 04\4 IV 
a:R=H, b:R=0 c:R M7 a: R= 





5 T. Reichstein, Helv. chim. Acta 20, 978 [1937]; T. Reichstein u. 
J. v. Euw, ebenda 24, 247 E [1941]. 

6 Zur Bezeichnung und Konfiguration vgl. L. F. Fieser u. M. Fieser, Ex- 
perientia [Basel] 4, 285 [1948]; H. M. Rauen, Biochem. Taschenbuch, Springer 
Verlag, Heidelberg 1956, S. 319ff. 
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Aus Reichsteins Substanz S (Ia) das A4-Pregnentriol-(17«.20f.21)- 
on-(3) (Ila); aus Cortison (Ib) das A4-Pregnentriol-(17«.20f.21)-dion- 
3.11) (ILb, Reichsteins Substanz U); aus Hydrocortison (Ic) 44-Pregnen- 
tetrol-(118.17«.208.21)-on-(3) (ILc, ReichsteinsSubstanz E); aus 11-epi-, 
Hydrocortison (Id) das A‘4-Pregnentetrol-(1l«.17«.208.21)-on-(3) (IId, 
11-epi-Substanz E); aus Prednison (IIIb) das 41*-Pregnadientriol-(17«. 
20.21)-dion-(3.11) (IVb, A!-Dehydro-Substanz U); aus Prednisolon 
(IIIc) das A1-4-Pregnadientetrol-(118.17«.208.21)-on-(3) (IVc, A}-De- 
hydro-Substanz E). 

Die Durchfiihrung der Fermentierung erfolgte in tiblicher Weise 
durch Zusatz einer Lésung des Steroids in Aceton oder Alkohol zu einer 
aeroben Kultur des Streptomyces hydrogenans in einem Schiittelkolben 
oder im Rihrfermenter. Nach der Bebriitung wurden die Reaktions- 
produkte aus der Kulturlésung extrahiert und nach Einengen der 
Lésung in kristalliner Form erhalten. Es ist bekannt, daB manche 20/- 
Hydroxysteroide sehr schlecht kristallisieren5. In diesen Fallen wurde 
das Rohprodukt zunichst acetyliert und so das 20.21-Diacetat als 
Kristallisat gewonnen. In alien Fallen haben wir unsere Reaktions- 
produkte durch Papierchromatographie, optische Drehung, IR-Spektrum 
und Vergleich mit auf chemischem Wege hergestellter authentischer 
Substanz identifiziert. 

Bei der Fermentierung von Prednison beobachteten wir, daB neben 
der Hydrierung der 20-Ketogruppe auch eine solche der 41-Doppel- 
bindung stattfinden kann: Wir isolierten unter normalen Fermentations- 
bedingungen Reichsteins Substanz U (IIb) an Stelle von A!-Dehydro- 
Substanz U (IVb). Wenn mit stark verdiinnten Kulturlésungen oder 
mit gewaschenem Mycel gearbeitet wurde, so lieB sich diese Neben- 
reaktion vermeiden. 

Unabhingig von unseren Ergebnissen, die schon im April 1956 in 
einer Patentanmeldung niedergelegt wurden’, beobachteten Szpil- 
fogel, van Hemert und de Winter® ahnliche mikrobiologische Hy- 
drierungen neben einer gleichzeitigen Dehydrierung bei Anwendung von 
Ascomyceten. Mit einem Stamm von Fusarium solani erhielten sie aus 
Cortison Reichsteins Substanz U (IIb); mit einem Calonectria-decora- 
Stamm entstand je nach den Beliiftungsbedingungen der Kultur Pred- 
nison (IIIb) oder 20-Dihydro-prednison (IV b, 4!-Dehydro-Substanz U). 

Bei unseren Dehydrierungsversuchen mit Bacillus subtilis! beob- 
achteten auch wir, daB aus Cortison (Ib) neben Prednison (IIIb) Sub- 
stanz U (IIb) und A!-Dehydro-Substanz U (IVb) gebildet wurden. Wir 
haben ahnliche Erfahrungen auch bei der Einwirkung anderer Bakterien 
auf 20-Ketosteroide gemacht. So erhielten wir bei der Bebriitung von 
Substanz S (Ia) mit Bac. subtilis! und mit Corynebacterium simplex, das 





7 Dtsch. Bundes-Pat. 1016263. 
8 §. A. Szpilfogel, M.S.de Winter u. P. A. van Hemert, Recueil Trav. 
chim. Pays-Bas 75, 402, 1224 [1956]. 
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zur Dehydrierung von 4*-3-Ketosteroiden besonders geeignet ist ®, neben 
A'-Dehydro-Substanz 8 (IIIa) auch 20-Dihydro-Substanz 8 (IIa). Wie 
Sutter et al.1°fanden, kann bei der zuletzt genannten Umsetzung auch 
gleichzeitig Dehydrierung und Hydrierung im selben Molekiil stattfinden 
und nebenden genannten Stoffen noch A!-Dehydro-20-dihydro-Substanz $8 
[A1-4. Pregnadientriol-(17«.208.21)-on-(3), [Va] entstehen. 

Die genannten hollindischen Autoren® stellten das 20-Dihydro- 
prednisolon (IVc) nur auf chemischem Wege her, da seine mikro- 
biologische Gewinnung mit den von ihnen benutzten Pilzstémmen an- 
scheinend nicht modglich war. Als Reduktionsmittel verwendeten sie in 
Anlehnung an Norymbersky und Woods" Natriumborhydrid. Un- 
abhangig von ihnen haben wir neben der mikrobiologischen die che- 
mische Reduktion von Prednison in gleicher Weise durchgefihrt; auf 
eine Beschreibung dieser Versuche kann daher verzichtet werden. 


Oxydative und reduktive Vorgiinge scheinen nach dem oben Dar- 
gelegten bei mikrobiologischen Reaktionen an Steroiden haufig ver- 
gesellschaftet zu sein!®. Wie wir schon an anderer Stelle ausgesprochen 
haben!, glauben wir, daB es sich bei den hier betrachteten Umsetzungen 
um unabhingige Reaktionen mit verschiedenen Fermenten handeln 
diirfte. ; 

Auch der Saugetierorganismus vermag die Dihydroxyaceton-Seiten- 
kette in Nebennierenrindenhormonen zu reduzieren. Es kénnen hierbei 
sowohl 20x- wie 208-Hydroxyverbindungen gebildet werden!*. Die hier- 
bei wirksamen Enzyme sind noch wenig geklart und scheinen keinen der 
bekannten Cofaktoren zu benétigen!*. Das entsprechende Enzym unseres 
Streptomyces hydrogenans scheint sich von denen der Saugetiere grund- 
sitzlich zu unterscheiden: Es bendtigt zu seiner Wirksamkeit Pyridin- 
nucleotid!4. Uber seine Reinigung und Eigenschaften wird in der nach- 
stehenden Arbeit von Hiibener berichtet!>. 


Szpilfogel et al® geben an, da die 4!4-Diene IVb und IVc 
15—20% der Aktivitét bzw. gleiche Wirksamkeit wie Cortison im 
Leberglykogentest an der adrenalektomierten Maus entfalten. Wir fan- 
den bei der Priifung auf Hemmung der Gewebsneubildung im Roh- 
wattepreBlingstest und bei der Priifung im Leberglykogentest fiir IVb 


® A. Nobile, W. Charney, P. L. Perlman, H. L. Herzog, C.C. Payne, 
M. E. Tully, M. A. Jevnik u. E. B. Hershberg, J. Amer. chem. Soc. 77, 4184 
[1955]. 

10 D. Sutter, W. Charney, Ph. L. O’Neill, F. Carvajal, H. L. Herzog 
u. E. B. Hershberg, J. org. Chemistry 22, 578 [1957]. 

i J. K. Norymbersky u. G. F. Woods, J. chem. Soc. [London] 1955, 3426. 

12 Vgl. hierzu auch E. Vischer u. A. Wettstein, Angew. Chemie 69, 456 
[1957]. 


18 Vgl. hierzu H. J. Hiibener u. J.Schmidt-Thomé, diese Z. 299, 240 


[1955]; dort Literatur. 


4H. J. Hiibener, Experientia [Basel] 13, 210 [1957]; dort auch Zusam- 


menfassung der Literatur. 
15H, J. Hiibeneru. C. 0. Lehmann, diese Z. 318, 124 [1958], nachstehend. 











9538) 


ben 
Wie 
uch 
den 
nzS 


dro- 
kro- 

an- 
e in 
Un- 
che- 

auf 


Jar- 
ver- 
hen 
gen 
leln 


ten- 
rbei 
ier- 
der 
ares 
nd- 
lin- 


ich- 


[Ve 

im 
‘an- 
oh- 
Vb 


ne, 
184 


LOg 


126. 
456 


240 





Bd. 313 (1958) Gewinnung von 208-Hydroxysteroiden 121 


eine kaum meBbare Wirkung und fiir [Vc !/,—*/, der Wirkung des Cor- 
tisons*. Wahrend Reichstein angibt, daB die Substanzen U und E 
(Ilb bzw. IIc) im Uberlebenstest unwirksam seien, fanden neuerdings 
Abelson et al.!*, daB Substanz E im Leberglykogentest an der Maus 
eine schwache Nebennierenrindenhormon-Wirkung besitzt. Nach dem 
Ergebnis der oben beschriebenen Priifungen hat also bei 208-Hydroxy- 
steroiden die Einfiihrung einer zusitzlichen Doppelbindung in die A- 
Stellung eine Zunahme der Nebennierenrindenhormon-Wirksamkeit zur 
Folge. 

Beschreibung der Versuche 

At-Pregnentriol-(17«.208.21)-on-(3) 

(IIa, 20-Dihydro-Substanz S) 

Ein FermentierungsgefaB mit Rihrer, Lufteinleitungsrohr und Zugabe- 
stutzen wurde mit 3/ einer Nahrlésung gefiillt, die 0,4% Fleischextrakt, 0,4% 
Pepton, 0,2% Kochsalz, 1% Glucose, 0,1% Leberextrakt und 0,1% Hefeextrakt 
enthielt. Nach dem Sterilisieren impfte man mit einer 24 Stdn. alten Schiittel- 
kultur des Streptomyces hydrogenans auf dem gleichen Nahrboden an. Man lieB die 
Kultur 24—36 Stdn. bei 31° unter Riihren (250 Umdr./Min.) und Einleiten von 
Luft (250 1/Stde.) anwachsen, gab dann eine Lésung von 1 g Reichsteins Sub- 
stanz S (Ia) in 100 ccm Aceton hinzu und inkubierte unter den gleichen Bedin- 
gungen 5 Tage lang. 

Zur Aufarbeitung wurde die gesamte Kulturlésung nach Einengen auf ein 
Volumen von 200—500 ccm im Vak. mit 6mal 150 ccm Methylenchlorid extra- 
hiert. Man trocknete die Lésung iiber Natriumsulfat und engte sie auf ein kleines 
Volumen ein. Ein aliquoter Anteil wurde nach Zaffaroni’’ im System Pro- 
pylenglykol/Toluol an Schleicher- & Schiill-Papier, 2043b M, chromatographiert. 
Die Substanzzonen wurden durch UV-Photographie bei 240 my festgelegt, mit 
schwach salzsaurem Athanol extrahiert und die Lésungen im UV-Spektralphoto- 
meter bei 240 my quantitativ ausgemessen. Es zeigte sich, daB zu 90% A?- 
Pregnentriol-(17«.20f.21)-on-(3) (Ila) entstanden war. Es kristallisierte beim 
Einengen direkt aus der Methylenchloridlésung aus und schmolz bei 183° (Kofler- 
Schmelzbank), wurde dann wieder fest und schmolz erneut bei 194°. Durch Ver- 
gleich mit authent. Substanz wurde seine Identitét mit dem in der Literatur be- 
schriebenen Produkt !* bewiesen. 


At-Pregnentriol-(17«.208.21)-dion- (3.11) 
(IIb, 20-Dihydro-cortison, Substanz U) 

Die Fermentation wurde wie im vorigen Versuch vorgenommen, wobei eine 
Lésung von 1 g Cortison (Ib) in 100 ccm Aceton eingesetzt wurde und die Inku- 
bationszeit 5 Tage betrug. Nach papierchromatographischer Messung betrug die 
Ausbeute 96% A*-Pregnentriol-(17«.208.21)-dion-(3.11) (IIb). Man erhielt 
0,68 g Kristallisat vom Schmp. 190°, danach wieder fest werdend und erneut 
schmelzend bei 204° (Kofler-Schmelzbank). Auf Grund des Vergleichs der opt. 
Drehung, des Schmp. des durch Acetylierung hergestellten Diacetats und anderer 
Eigenschaften war die Substanz identisch mit Reichsteins Substanz U. 

Man erzielte ahnliche Ergebnisse auch mit einer stark verdiinnten Kultur- 
lésung oder unter Anwendung von mit Wasser gewaschenem Mycel. 


* Wir danken Herrn Dr. E. Lindner, Pharmakolog. Laboratorium der 
Farbwerke Hoechst AG, fiir die Durchfiihrung der Priifungen. 

16 PD. Abelson, F. Ulrich u. C. N. H. Long, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 89, 
386 [1955]. 

17 A. Zaffaroni, R. B. Burton u. E.H. Keutman, Science [New York] 
111, 6 [1950]; J. biol. Chemistry 188, 763 [1951]. 
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A‘-Pregnentetrol-(11/.17«.20/.21)-on-(3) ta 
(IIc, 20-Dihydro-hydrocortison, Substanz E) ge 
Bei Anwendung von 3/ einer Nahrlésung der Zusammensetzung 1% corn- ge 


steep liquor, 1% Glucose, 0,2% KH,PO,, 0,2% (NH,),.HPO,, 0,025% MgSO, und 
0,5% CaCO, und gleicher Arbeitsweise wie im erstbeschriebenen Versuch, aber mit 


1 g Hydrocortison (Ic) in 100 ccm Aceton und einer Inkubationszeit von 6 Ta- 2¢ 
gen, entstanden 80% A‘-Pregnentetrol-(118.17«.208.21)-on-(3) (IIc). Die hy 
aus dem Methylenchlorid erhaltenen Kristalle schmolzen bei 145° (Kofler-Schmelz- 1] 
bank). Die Identifizierung erfolgte durch Vergleich mit authent. Substanz. hy 


A‘t-Pregnentetrol-(lla.17«.20/.21)-on- (3) 
(IId, 20-Diydro-11-epi-hydrocortison, 11l-epi-Substanz E) 
Bei gleicher Arbeitsweise wie im ersten Versuch entstand aus 1 g 11-epi- 
Hydrocortison (Id) das A*-Pregnentetrol-(lla.17«.2uU)p.21)-on-(3) (IId) 


in einer Ausbeute von 74%. Kristalle aus Aceton, Schmp. 205—206° (Kofler- - 
Schmelzbank). [x]7}: + 58° (Alkohol). Durch Acetylierung mit Acetanhydrid/Py- bi 
ridin wurde es in das 11.20.21-Triacetat iibergefiihrt, das bei 160° schmolz (Kofler- 2 
Schmelzbank). [«]*! : + 93° (Alkohol). tr 
A1-4.Pregnadientriol-(17«.208.21)-dion- (3.11) Si 

(IVb, 20-Dihydro-prednison, 41-Dehydro-Substanz U®) CO 

Bei Bebriitung von 1 g Prednison (IIIb) unter den Bedingungen des ersten ep 
Versuchs entstand zu 75%, unter gleichzeitiger Hydrierung der A'-Doppel- pl 


bindung, das 20-Dihydro-cortison (IIb). 

Unter Verwendung von gewaschenem Mycel erhielt man ein nur in 20-Stel- 
lung hydriertes Produkt: Zu einer Lésung von 5,8 g KH,PO, und 9,2 g Na,HPO, 
in 2,71 Wasser setzte man das Mycel einer wie im ersten Versuch gewonnenen 
Schiittelkultur des Streptomyces hydrogenans von 300 ccm, das von der Nahrlésung 
abgetrennt und gut mit Wasser ausgewaschen worden war. Dann fiigte man 0,5 g 
Prednison (IIIb) in 50 cem Aceton zu und lieB 5 Tage inkubieren. Auf Grund 
der papierchromatographischen Messung waren 60% A}-4-Pregnadientriol- 
(17«.208.21)-dion-(3.11) (IVb) entstanden. Da es sehr schlecht kristallisierte, 
wurde es durch Acetylierung mit Acetanhydrid/Pyridin in das 20.21-Diacetat 
iibergefiihrt, das gut kristallisiert und bei 244° schmilzt (Kofler-Schmelzbank). 

Durch vorsichtige Verseifung kann man hieraus das freie Dihydroprodukt 
erhalten. 

A!-4.Pregnadientetrol-(11 8.17«.208.21)-on-(3) 
(IVc, 20-Dihydro-prednisolon, A!-Dehydro-Substanz E§) 


Bei gleicher Versuchsanordnung wie im ersten Versuch mit 1 g Prednisolon 
(IIIc) in 100 cem Aceton und einer Inkubationszeit von 5 Tagen erfolgte zu 95% 
eine Umwandlung in A!4-Pregnadientetrol-(11f.17«.208.21)-on-(3) (IVc). 
Da es sehr schlecht kristallisierte, wurde es durch Acetylierung mit Acetanhydrid/ 
Pyridin in das 20.21-Diacetat iibergefiihrt. Man erhielt so 560 mg des Diacetats, 
das bei 243° schmolz (Kofler-Schmelzbank), dann wieder fest wurde und bei 256 
bis 258° erneut schmolz. Aus dem Diacetat kann man durch vorsichtige Ver- 
seifung das freie 20-Dihydroprodukt erhalten. 





Zusammenfassung 


Mit Hilfe eines neu isolierten Streptomyces-Stammes, der Strepto- 
myces albus nahesteht, und der als Streptomyces hydrogenans bezeichnet 
wird, ist es méglich, 17x.21-Dihydroxy-20-ketosteroide in fast quanti- 
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tativer Ausbeute mikrobiologisch zu 17x.208.21-Trihydroxyverbindun- 
gen zu hydrieren. Die entsprechenden 20x-Verbindungen wurden nicht 
gefunden. 

Es wurde so eine Reihe von 20-Dihydroverbindungen hergestellt: 
20-Dihydro-Substanz 8, 20-Dihydro-cortison (Substanz U), 20-Dihydro- 
hydrocortison (Substanz E), 20-Dihydro-11-epi-hydrocortison (Substanz 
1l-epi-E), 20-Dihydro-prednison (4!-Dehydro-Substanz U) und 20-Di- 
hydro-prednisolon (4}-Dehydro-Substanz E). 


Summary 


With the aid of a newly-isolated Streptomyces strain called Strepto- 
myces hydrogenans and closely related to Streptomyces albus, the micro- 
biological hydrogenation of 17x.21-dihydroxy-20-keto-steroids to 17x. 
208.21-trihydroxy compounds can be carried out with almost quantita- 
tive yields. The corresponding 20« compounds were not found. 

The following 20-dihydro compounds were prepared: 20-dihydro- 
Substance S, 20-dihydro-cortisone (Substance U), 20-dihydro-hydro- 
cortisone (Substance E), 20-dihydro-11-epi-hydrocortisone (Substance 11- 
epi-E), 20-dihydro-prednisone (4!-dehydro-Substance U) and 20-dihydro- 
prednisolone (4!-dehydro-Substance E). 
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Die enzymatische 20-keto-Reduktion durch Extrakte 
aus Streptomyces hydrogenans 
Von 
H. J. Hiibener* und ©. 0. Lehmann 
Aus dem Institut fiir Vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Marz 1958) 
Herrn Professor Dr. K. Felix zum 70. Geburtstag 


In der voranstehenden Mitteilung wurde die mikrobiologische Re- 
duktion von 20-Ketosteroiden durch Streptomyces hydrogenans beschrie- 
ben. Wir haben nun das Enzym, das diese Reduktion katalysiert, aus 
dem Mycel dieses Streptomyces-Stammes extrahiert und mindestens 
hundertfach angereichert. Im folgenden berichten wir iiber die Eigen- 
schaften dieses gereinigten Extraktes. 

Der Extrakt reduziert in Gegenwart hydrierter Pyridinnucleotide 
die 20-Ketogruppe verschiedener ,, Dihydroxyaceton-Steroide“: 


H,Cc OH H,C—OH 
| 
C=O + DPNH + He —20ket~Rejuktsse | HO—C—H + DPN® 
+ OH ----OH 


Diese 20-keto-Reduktion kann durch die Abnahme der Extinktion 
bei 340 my direkt verfolgt werden*. Sie verlauft quantitativ zum 20/- 
Alkohol, wobei stéchiometrische Mengen DPNH zu DPN oxydiert 
werden. Das Enzym eignet sich daher zum mikroanalytischen Nachweis 
von Dihydroxyaceton-Steroiden und zur praparativen Darstellung von 
Steroiden mit ,,Glycerin-Seitenkette“. 


Ergebnisse 


Das Enzym, das die 20-Ketogruppe von Dihydroxyaceton-Steroiden 
reduziert, wurde in sechs Schritten angereichert: 

1. Schritt, Acetonwaschung: Das Mycel ausSchittelkulturen von 
Streptomyces hydrogenans! wurde von der Kulturlosung abfiltriert, mit 
Wasser gewaschen, gefriergetrocknet und das trockne Mycel mit Aceton 
extrahiert. 


1 F, Lindner, R. Junk, G.Nesemann u. J. Schmidt-Thomé, diese 
Z. 318, 117 [1958], vorstehend. 

2 0. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 287, 291 [1936]. 

* Ein Teil der Arbeiten wurde 1955 durchgefiihrt. In dieser Zeit erhielt der 


Autor ein Stipendium der Deutschen Forschungsgemeinschaft, fiir das er | 


ergebenst dankt. 
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2. Schritt, Extraktion: Das Acetontrockenpulver wurde mit Tris- 
Puffer extrahiert. 

3. Schritt, 1. Ammoniumsulfatfallung: Die Enzymaktivitat des 
wiBrigen Extraktes wurde zwischen 20- und 40-proz. Ammoniumsulfat- 
sittigung ausgefallt. 

4. Schritt, isoelektrische Ausfallung: Das Pracipitat wurde in 
Wasser gelést und auf pu 4,8 gebracht, wobei ein groBer Teil der Ver- 
unreinigungen ausfiel, wahrend fast die gesamte Enzymaktivitat im 
Uberstand blieb. 

5. Schritt, 2. Ammoniumsulfatfallung: Der Uberstand des 
vorangegangenen Reinigungsschrittes wurde zwischen 30% und 40% 
Ammoniumsulfatsattigung gefallt. 

6. Schritt, Phosphat-Gel-Adsorption: Das Pracipitat von 
Schritt 5 wurde in Wasser gelést, an Phosphat-Gel adsorbiert und an- 
schlieBend mit steigender Ionenstarke fraktioniert eluiert. Hierbei wurde 
der gréBte Teil der Enzymaktivitat zwischen 0,02-m. und 0,05-m. Kalium- 
phosphat-Puffer, px 7,4, eluiert (Einzelheiten s. Methodik). 

Von Schritt 3 bis Schritt 6 nahm die spezif. Aktivitat des Extraktes 
mindestens hundertfach zu, wahrend die Ausbeute etwa 10% betrug 
(Tab. 1). 


Tab. 1. Anreicherung des Enzyms aus dem Extrakt. 
Testbedingungen: Temperatur 30°, Wellenlinge 366 mu, Schichtdicke 1,00 cm, 
Volumen 3,3 ccm. — Die Ansitze enthielten 0,5 ccm eines 0,3-m. Citratpuffers, 
pu 6,3; 0,5 mg DPNH in 0,1 com Wasser und 1 ccm einer Lésung von 0,2 mg 
Cortison in 1,15-proz. KCl-Lésung. Es wurde mit i,15-proz. KCl-Lésung auf 3,2 com 
aufgefillt und die Reaktion mit 0,1 com Enzym gestartet. AnschlieBend wurde die 
Extinktion in Absténden von 1 Min. abgelesen. Es wurde nur so viel Enzym ein- 
gesetzt, daB die Extinktionsinderung pro Minute in den ersten 5 Min. gleich blieb. 











Aufarbeitung Aktivitét : 
absol. (EE) * spezif. (SA) * 

1. Ammoniumsulfatfallung 

(Ont ey 250 000 150 
Isoelektrische Fallung 

(Schritt4)...... 234 000 900 
2. Ammoniumsulfatfillung 

(Schritt 5) ...... 24 000 4 500 
Gel-Adsorption 

(Schritt 6) ...... 22 000 18 000 





* Vgl. Methodik. 


Substratspezifitat des Enzyms: Bezogen auf Cortison (gleich 
100%)* ergaben sich folgende Anfangsgeschwindigkeiten: Prednison 


* Es wurde die Anfangsgeschwindigkeit der 20-keto-Reduktion an der 
Extinktionsinderung bei 366 mu pro Minute bei 30° gemessen. Die Ansitze 
enthielten: 0,5 ccm Citratpuffer, 0,3-m., pH 6,3; 0,5 mg DPNH in 0,1 com Wasser 
und 2 mg des angegebenen Steroids, gelést in 1 ccm isotonischer KCl-Lésung. Die 
Ansatze wurden auf 3,2 ccm mit isotonischer KCl-Lésung aufgefillt und durch 
Zugabe von 0,1 com Enzymlésung gestartet. 
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107%, Reichsteins Substanz S 53%*, 11-epi-Cortisol 25%, Tetrahydro. 
cortison 23%, Cortisol 10% Prednisolon 12% und Tetrahydro-cor- 
tisol 3%. 


Die 11-Ketosteroide wurden also schneller an der 20-Ketogruppe 
reduziert als die entsprechenden 11-Hydroxysteroide, desgleichen die 
A‘-3-Ketosteroide schneller als die entsprechenden Tetrahydrosteroide. 
Bei ausreichend hoher Enzymaktivitat wurden jedoch alle untersuchten 
Dihydroxyaceton-Steroide vollstandig reduziert. 


Da Cortisol bei allen Aufarbeitungsschritten etwa zehnmal langsamer 
als Cortison reduziert wurde, handelt es sich wahrscheinlich um ein- 
und dasselbe Enzym mit relativer Substratspezifitat. 


Stochiometrie der Reaktion: Unter den angegebenen Bedin- 
gungen wurden bei der 20-keto-Reduktion stéchiometrische Mengen 
DPNH zu DPN oxydiert (Tab. 2). 


Tab. 2. Abhangigkeit der Extinktionsinderung von der vorgelegten Cortisonmenge. 
Die angegebenen Cortisonmengen wurden in waBriger Lésung in die Kiivetten 
pipettiert. Sonst gleiche Zusétze und Bedingungen wie in Tab. 1. 





Vorgelegte Menge Cortisoniny . . 0 19 38 57 76 114 
Extinktionsinderung. ..... . 0 0,05 | 0,100 | 0,151 | 0,201 | 0,315 








Auf Grund der Extinktionsaénderung 
berechnete Cortisonmenge in y . 0 18,1 | 36,2 | 54,6 | 72,8 | 114,4 























Die Abhangigkeit von Cofaktoren: DPNH erwies sich zehn- 
mal wirksamer als TPNH. Ohne diese Cofaktoren wurde keine 20-keto- 
Reduktion beobachtet. 


Die Stereo-Spezifitat der 20-keto-Reduktion: Nach Be- 
briiten von Cortisol und Reichsteins SubstanzS mit dem gereinigten 
Extrakt konnten papierchromatographisch und durch Infrarot-Spektro- 
graphie nur die 20f8-Hydroxyderivate nachgewiesen werden. Fiir die 
entsprechenden 20«-Diastereomeren ergab sich kein Anhalt. 


Reversibilitat: Die Riickreaktion, nimlich die Umwandlung von 
Glycerin-Steroiden zu Dihydroxyaceton-Steroiden, wurde auch bei 
alkalischem px und groBem Uberschu8 an DPN nicht beobachtet. Ver- 
suche mit einem Carbonylreagenz stehen noch aus. 


Physikalisch-chemische Daten: Aus der Anfangsgeschwindig- 
keit der Reaktion bei verschiedener Substratkonzentration wurde die 
Michaelis-Konstante** fiir 30°, px 6,3, und etwa 100fachen DPN- 
UberschuB mit 4,3 x 10-5 Mole Cortison// berechnet. Das Optimum der 

* Nicht vollstandig in isotonischer KCl-Lésung gelést. 


3 L. Michaelis u. M. L. Menten, Biochem. Z. 49, 333 [1913]. 
“ H. Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658 [1934]. 
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Reaktion lag bei py 6,1. — Die Wechselzahl* des Enzyms betragt bei 30° 
etwa 1800. Bei ihrer Berechnung wurde willkiirlich ein Molekulargewicht 
von 100000 eingesetzt. Diese niedrige Wechselzahl spricht dafiir, daB das 
Enzympraparat trotz hundertfacher Anreicherung noch relativ unrein ist. 


Diskussion der Ergebnisse 


Die sich immer mehr durchsetzende enzymatische Analyse von bio- 
logischen Substraten mit dem optischen Test Warburgs ist besonders 
dann angezeigt, wenn kleinste Substratmengen spezifisch nachgewiesen 
werden sollen. Mit dem oben beschriebenen Enzym konnten wir mit 
dieser Methode Dihydroxyaceton-Steroide in reinen Lésungen quanti- 
tativ nachweisen. (Tab. 2). Ob sich diese enzymatische Analyse auch auf 
Blut-, Harn- oder Organ-Extrakte anwenden 1aBt, priifen wir zur Zeit. 

Eine entsprechende enzymatische Analyse von 3- Keto- und 17-Keto- 
steroiden wurde kiirzlich von Hurlock und Talalay’® beschrieben. Die 
von diesen Autoren verwendeten Enzyme wurden ebenfalls aus Mikro- 
organismen (Pseudomonas testosteroni) extrahiert. Sie sind jedoch im 
Gegensatz zu der hier beschriebenen 20-keto-Reduktase durch Wachstum 
der Mikroorganismen in testosteronhaltigen Nahrlésungen adaptiv ge- 
bildet worden. 

Die 20-keto-Reduktase aus Streptomyces hydrogenans unterscheidet 
sich von den entsprechenden Enzymen der Saugetiere® dadurch, daB sie 
DPNH.-abhangig und nicht strukturgebunden ist. — Homogenisiert man 
nimlich das in Phosphatpuffer (0,1-m., pu 7,3) aufgeschwemmte Mycel 
mit dem Bihler-Homogenisator bei hoher Tourenzahl und zentrifugiert 
anschlieBend 2 Stdn. bei 110000 x g, so findet sich der gr6Bte Teil der En- 
zymaktivitaét im Uberstand, wihrend der entsprechende Uberstand von 
Leberhomogenaten inaktiv ist, weil die Saugetier-Reduktase ausschlieB- 
lich in den Mikrosomen lokalisiert ist®*. — Auch wurde im Gegensatz zur 
Saugetierleber im Streptomyces hydrogenans keine 20x-Reduktase ge- 
funden. 


Methodik 


Eine Extinktionsénderung von 0,001/Min. wird als eine Enzymeinheit (EE) 
definiert. Die spezif. Aktivitét (SA) ist die Anzahl von Enzymeinheiten pro mg 
Protein des Enzympriparates. Der Proteingehalt der einzelnen Aufarbeitungs- 
schritte wurde durch Triibungsmessung ermittelt ’. Ein aliquoter Teil der Enzym- 
lésung wurde hierzu auf 4 ccm verdiinnt und anschlieBend mit 0,4 ccm einer 20- 
proz. Sulfosalicylsiurelésung vermischt. Die Triibungsmessung erfolgte im Eppen- 
dorf-Photometer gegen den Standard 1080. 


5 B. Hurlock u. P. Talalay, J. biol. Chemistry 227, 37 [1957]. 

6° H. J. Hiibener, 5. Colloquium der Gesellschaft fiir Physiologische Chemie 
Mosbach/Baden, Springer Verlag, Heidelberg 1954; H.J. Hiibener u. J. Schmidt- 
Thomé, diese Z. 299, 240 [1955]. 

7 E. Layne in S. P. Colowick u. N.O. Kaplan, Methods in Enzymology 
III, 447, Acad. Press. Inc., New York 1957. 
Mole Substrat pro Minute umgesetzt 


1 Mol Enzym 


* Wechselzahl = 
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Darstellung des Enzyms: Alle im folgenden beschriebenen Schritte wur- 
den, wenn nicht anders vermerkt, im Kalteraum zwischen 2° und 4° durchgefiihrt. 
Zwischen den einzelnen Reinigungsschritten wurden die Extrakte eingefroren 
(—18°), was die Enzymaktivitaét nicht merklich verminderte. 

1. Schritt: Acetonwaschung. Aus dem Mycel von Streptomyces hydrogenans 
(vgl. 1. c.1) wurde die Nahrlésung mit Wasser ausgewaschen. Diese Nahrlésung, 
in der das Mycel gewachsen war, enthielt keine 20-keto-Reduktase. AnschlieBend 
wurde das Mycel gefriergetrocknet und bei —18° aufbewahrt. Hierbei war es 
mindestens 6 Monate ohne signifikanten Aktivitaétsverlust haltbar. 100g des 
Trockenpulvers wurden mit tiefgekiihltem Aceton (—20°) im Starmix 3—4 Min. 
homogenisiert, durch einen Biichner-Trichter (Schleicher- und Schiill-Papier 2043 b) 
filtriert und der Riickstand im Vak. getrocknet. 

2. Schritt: Extraktion. 95—100 g des Acetontrockenpulvers wurden 3 bis 
4 Min. bei 0° mit 650 ccm Trispuffer (0,06-m., pH 7,3) im Starmix extrahiert. An- 
schlieBend wurde bei40000 x g 2Stdn. bei0° zentrifugiert. Es kann auch mit einem 
Biichner-Trichter (Schleicher- und Schiill-Papier 2043b) bei 2—4° filtriert werden. 

3. Schritt: 1. Ammoniumsulfatfallung. Aus dem klaren Uberstand von 
Schritt 2 wurde der gréBte Teil der Enzymaktivitaét mit Ammoniumsulfat zwischen 
20% und 40% Sattigung ausgefallt. Hierzu wurde festes Ammoniumsulfat zum 
Uberstand zugegeben, bis eine Sattigung von 20% erreicht war (11,4 g/100 ccm). 
Das abgewogene Ammoniumsulfat wurde dazu in einem Mérser fein zermahlen 
und im Laufe von etwa einer Stunde in kleinen Portionen dem Uberstand (2—4°) 
zugegeben, der kraftig, aber ohne Schaum zu bilden, von einem Elektroriihrer 
durchmischt wurde. AnschlieBend wurde bei 2° und 10000 x g 10 Min. zentrifugiert, 
das Sediment verworfen und der Uberstand in der gleichen Weise mit festem 
Ammoniumsulfat auf eine 40-proz. Sattigung gebracht (zusatzlich 12,3 g/100 ccm). 
Dieses Sediment, enthielt 250000 EE und besaB eine SA von etwa 150. 

4. Schritt: po-Pracipitation: Das Sediment zwischen 20% und 40% Sat- 
tigung von Schritt 3 wurde in etwa 100 ccm dest. Wasser gelést und 3—4 Stdn. 
gegen stiindlich gewechseltes dest. Wasser (2°) dialysiert. Die dialysierte Lésung 
wurde nun mit 0,2-n. Essigsiure auf py 4,8 gebracht und anschlieBend 10 Min. 
bei 10000 x g (etwa 0°) zentrifugiert. Ein groBer Teil von Verunreinigungen fiel als 
dunkelbraunes Sediment aus. Der Uberstand enthielt 234000 EE; die SA 
betrug 900. 

5. Schritt: 2. Ammoniumsulfatfallung. Der klare Uberstand von Schritt 4 
wurde mit 0,2-n. NH,-Lésung neutralisiert (etwa py 7,5) und anschlieBend zwischen 
30% und 40% Sattigung mit Ammoniumsulfat in der unter Schritt 3 beschriebenen 
Weise gefallt. Um eine 30-proz. Sattigung zu erreichen, wurden 17,6 g/100 ccm 
festes Ammoniumsulfat zugesetzt. Um die Lésung anschlieBend auf 40% Sattigung 
zu bringen, wurden nach dem Zentrifugieren zusatzlich 6,2 g/100 com Ammonium- 
sulfat zugegeben. Das Sediment enthielt 24000 EE und besaB eine SA von 4500. 

6. Schritt: Phosphat-Gel-Adsorption: Das Sediment (Fallung zwischen 
30% und 40% Ammoniumsulfat) von Schritt 5 wurde in etwa 10 ccm dest. Wasser 
gelést. AnschlieBend wurden 10 ccm Phosphat-Gel*® (3—5 Monate alt, 212 mg 
Trockengewicht) zugefiigt; das Verhaltnis Gel zu Proteintrockengewicht betrug 
etwa 40. Es wurde 10—15 Min. bei2° geriihrt und danach bei 2000 x g und 2° zentri- 
fugiert. Der Uberstand wurde als 1. Eluat bezeichnet. Das Sediment wurde mit 
20 cem 0,02-m. Kaliumphosphat, pq 7,4, 10—15 Min. geriihrt und danach zentri- 
fugiert. Der Uberstand wurde als 2. Eluat bezeichnet und enthielt im allgemeinen 
die Hauptmenge des Enzyms. AnschlieBend wurde das Sediment nochmals mit 
20 ccm 0,05-m. Kaliumphosphat, py 7,4, eluiert (Eluat 3). — Alle drei Eluate 
wurden jeweils auf ihre Aktivitat gepriift. Meist war das 2. Eluat das aktivste, 
mitunter aber auch das 3. Eluat. Vielleicht hangt dies mit dem Alter des Phosphat- 
gels zusammen. Aus dlterem Gel schien sich die Aktivitaét leichter eluieren zu 
lassen. Das 2. Eluat enthielt in einem Experiment 22000 EE und eine SA 18000. 


8 Zubereitet nach M. Kunitz, J. gen. Physiol. 35, 428 [1952]. 
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Identifizierung der Umwandlungsprodukte 


Substanz S [4‘-Pregnendiol-(17«.21)-dion-(3.20)] wurde in Gegenwart von 
DPNH und TPNH ausschlieBlich zu 20-Dihydro-Substanz S reduziert. Das Um- 
wandlungsprodukt wanderte papierchromatographisch in dem System Propylen- 
glykol/Toluol® und Benzol/Methanol/Wasser?° genau so wie 20-Dihydro-Substanz S 
[A*-Pregnentriol-(17«.208.21)-on-(3)]. Im Mischchromatogramm konnte es von 
authent. 20-Dihydrosubstanz S nicht getrennt werden, trennte sich jedoch von 
20x-Diastereomer S [Lésungsmittelsystem Propylenglykol/Toluol®]. Das Umwand- 
lungsprodukt reduzierte Triphenyltetrazoliumchlorid nicht und zeigte das fiir A‘- 
3-Ketosteroide typische UV-Maximum bei 240 mz. 

Cortisol [ 4*-Pregnentriol-(118.17«.21)-dion-(3.20)] wurde in Gegenwart von 
DPNH ausschlieBlich zu 20-Dihydro-cortisol [Reichsteins Substanz E, 4*-Pregnen- 
tetrol-(118.17«.208.21)-on-(3)] reduziert. Das Umwandlungsprodukt lief im 
System Chloroform/Formamid® wie Substanz E und konnte im Mischchromato- 
gramm von dieser nicht getrennt werden. Das Umwandlungsprodukt lieB sich je- 
doch im Mischchromatogramm von Reichsteins Substanz 20-epi-E [A*-Pregnen- 
tetrol-(11f.17«.20«.21)-on-(3)] abtrennen. 

Wir sind den Farbwerken Hoechst fiir die Uberlassung von Trockenmycel 
von Streptomyces hydrogenans zu groBem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Aus Streptomyces hydrogenans wurde ein Enzym mindestens 100fach 
angereichert, das Dihydroxyaceton-Steroide an der 20-keto-Gruppe in 
Gegenwart hydrierter Pyridinnucleotide reduziert. Die Darstellung und 
die Eigenschaften des Enzyms werden beschrieben. 

Mit Hilfe dieses Enzyms kénnen Dihydroxyaceton-Steroide in reinen 
Lésungen quantitativ bestimmt werden (optischer Test). 


Summary 


An enzyme from Streptomyces hydrogenans which reduces dihydroxy- 
acetone-steroids at the 20-keto-group in the presence of reduced 
pyridine nucleotides has been purified at least 100-fold. The preparation 
and properties of the enzyme are described. 

In pure solutions, dihydroxyacetone-steroids can be determined 
quantitatively (optical assay) by means of this enzyme. 


® A. Zatfaroni, R. B. Burton u. E. H. Keutmann, Science [New York] 
111, 6 [1950]. : 

10 H.J. Hiibener, D. K. Fukushima u. T. F. Gallagher, J. biol. Chemistry 
220, 499 [1956]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 313 9 














Bd. 313 (1958) 


Die Desoxynucleoproteide im Saugetiersperma 


Fine quantitative Studie an menschlichen und Stierspermatozoen 
mittels Mikrospektrophotometrie und Interferenzmikroskopie* 
Von 
Cecilie Leuchtenberger und Rudolf Leuchtenberger 


Aus der Cytochem. Abteilung des Pathologischen Instituts der Western Reserve University 
Cleveland (Ohio, USA) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1958) 


Herrn Professor Felix zum 70. Geburtstag 


Das Studium der Desoxyribonucleinsiure (DNS) in menschlichen 
und Tierspermatozoen ist seit tiber acht Jahren fiir unser Laboratorium 
wegen der groBen Bedeutung der Desoxynucleoproteide als genetisches 
Material von besonderem Interesse. Dariiber hinaus fanden wir, daB eine 
Beziehung zwischen mannlicher Sterilitaét und anomalem DNS-Gehalt 
der Spermatozoen besteht!-’. Wahrend die DNS-Menge in den Sper- 
matozoen fruchtbarer Manner und Stiere auBerordentlich konstant ist 
und dem haploiden Chromosomensatz entspricht, sind die DNS-Werte 
unfruchtbarer Manner und Stiere hiufig zu niedrig und unterliegen 
groBen Schwankungen in den einzelnen Spermatozoen. 

Da die Desoxynucleoproteide den Hauptbestandteil der Sperma- 
tozoenkerne ausmachen, ist natiirlich auch das Verhalten des Proteins, 
das an die DNS gebunden ist, von grofem Interesse. Vorliegende Arbeit 
befaBt sich besonders mit zwei Fragestellungen: 

1. Verhalt sich das EiweiB in den Spermatozoen ahnlich wie die 
DNS in bezug auf die mannliche Sterilitat ? 

2. Ist die qualitative Zusammensetzung des menschlichen und 
tierischen EiweiBes in den Spermatozoen die gleiche ? 


* Die in diesem Bericht erwihnten Forschungen wurden aus folgenden 
Quellen finanziell unterstiitzt: National Institute of Health, US Public 
Health Service (Grant No. A-787); Grants von der Brush Foundation und 
vom Franchester Fertility Fund, beide in Cleveland, Ohio. 

1C,Leuchtenberger, F.Schrader, D.R.Weir u. D.P. Gentile, 
Chromosoma 6, 61 [1953]. 

2C. Leuchtenberger, D.R. Weir, F.Schrader u. L. Murmanis, J. 
Lab. clin. Med. 45, 851 [1955]. : 

3 §.Ito u. C. Leuchtenberger, Chromosoma 7, 328—339 [1955]. 

4C.Leuchtenberger, I.Murmanis, L.Murmanis, S.Ito u. D.R. 
Weir, Chromosoma 8, 73—86 [1956]. 

5 C. Leuchtenberger, R. Leuchtenberger, F. Schrader u. D. R. Weir, 
Lab. Investigation 5, 422 [1956]. 

6 C. Leuchtenberger, D. R. Weir, F. Schraderu. R. Leuchtenberger, 
Acta Genet. 6, 272 [1956]. 

7 D.R. Weir u. C. Leuchtenberger, Fertil. u. Steril. 8, 373 [1957]. 
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Die Entwicklung neuer cytochemischer Methoden, wie z. B. der 
Mikrospektrophotometrie und der Interferenzmikroskopie** haben 
vollig neue Wege eréffnet, um diese wichtigen Fragen zu studieren. 

Die Methoden der quantitativen Cytochemie an Einzelzellen ver- 
danken ihre Entwicklung in groBem MaBe der Pionierarbeit Caspers- 
sons. Es ist sein bleibendes Verdienst, im Jahre 1936 zum ersten Male 
gezeigt zu haben, da das Mikroskop nicht nur, wie bisher iiblich, als 
ein Instrument fiir morphologische Studien von Geweben und Zellen, 
sondern auch gleichzeitig fiir die chemische Analyse von Einzelzellen 
oder Zellstrukturen benutzt werden kann®. Sein Verfahren erlaubte die 
exakte Lokalisation und quantitative Bestimmung der chemischen Be- 
standteile in Zellstrukturen wie z. B. im Kern, bei Erhaltung der mor- 
phologischen Struktur und Topographie im Gewebe. Das war von auBer- 
ordentlicher Bedeutung, da damit das morphologische Bild der Zell- 
struktur in direkte Beziehung zu ihrer chemischen Zusammensetzung 
gebracht werden konnte. 

Trotz der wertvollen Beitrige der Biochemie zur Kenntnis der 
Desoxynucleoproteide sind die tiblichen biochemischen Methoden nicht 
in der Lage, Fragen zu beantworten, die sich auf die Einzelzelle und 
insbesondere auf die direkte Korrelation zwischen Chemie und Morpho- 
logie beziehen. Die biochemische Analyse der Einzelzelle war bisher un- 
moglich. Erst nach Zerstérung der Zellen konnten die extrahierten Zell- 
inhaltsstoffe analysiert werden, wozu ein relativ groBes Zellmaterial 
(mehrere Billionen Zellen) bendtigt wird. Die so erhaltenen Werte sind 
notgedrungen immer nur Durchschnittswerte, deren Interpretation 
auBerordentlich schwierig ist und zu Trugschliissen fiihren kann. 

Ein gutes Beispiel dafiir sind die DNS-Werte, die Davidson, Leslie 
und White?® durch biochemische Analyse von 11 verschiedenen nor- 
malen menschlichen Samenfliissigkeiten erhielten. [Ihre Werte fiir nor- 
male Spermatozoen zeigten Schwankungen von 1,8 bis 5,8 x 10-® mg. 
Da, wie man leicht unter dem Mikroskop sehen kann, jede normale 
Samenfliissigkeit auBer den normalen Spermatozoen verschiedene Men- 
gen von abnormen Formen und anderen zelluliren Elementen enthalt, 
deren Anteil von Fall zu Fall schwankt, tiberrascht es nicht, solche Va- 
riationen in den DNS-Werten zu finden. Der berechnete DNS-Durch- 
schnittswert charakterisiert nicht den DNS-Gehalt normaler Sperma- 
tozoen, sondern ist ein Durchschnittswert fiir alle in der Samenfliissig- 
keit enthaltenen Zellen. Wenn man dagegen die DNS mittels der Feul- 
genschen Mikrospektrophotometrie im Einzelspermatozoen bestimmt}, 
so findet man, daB der DNS-Gehalt der normalen menschlichen Sperma- 
tozoen auBerordentlich konstant ist, nicht nur fiir denselben fruchtbaren 


8 C. Leuchtenberger in General Cytochemical Methods, I, 219, Ed. J. F. 
Danielli, Academic Press, New York 1958. 

® T. Caspersson, Skand. Arch. Physiol. 73, 1, Suppl. 8 [1936]. 

10 J. N. Davidson, I. Leslie u. J.C. White, Lancet 1, 1287 [1951]. 
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Mann, sondern auch von Fall zu Fall. Der DNS-Wert in normalen Sper. 
matozoen von fruchtbaren Mannern ist etwa 2,6 x 10-®mg und damit 
halb so groB wie die in den diploiden Zellen enthaltene DNS-Menge. 


Untersuchungsmaterial und Methodik 


Es wurden Samenfliissigkeiten von iiber 100 fruchtbaren und unfruchtbaren 
Mannern benutzt. Die unfruchtbaren Ehepaare wurden von Dr. David Weir 
und seinen Mitarbeitern in der ,,Infertility Clinic of the Maternal Health Asso- 
ciation of Cleveland‘: entsprechend den Standards, die von der ,,American Asso- 
ciation for the Study of Sterility“ aufgestellt wurden, ausgewahlt!»?. Als frucht- 
bare Kontrollen dienten die Samenfliissigkeiten fruchtbarer Ehemanner, die Vater 
von ein bis drei Kindern waren?>?. 

Die Samenflissigkeiten 100 fruchtbarer und unfruchtbarer Stiere verdanken 
wir den ,,Virginia, Northern Ohio, Central Ohio und Kansas Breeding Stations“ 
und anderen Quellen. 

Die DNS-, Arginin- und Trockengewichtsbestimmungen wurden mittels 
Mikrospektrophotometrie und Interferenzmikroskopie in individuellen Sperma- 
tozoen bestimmt, entsprechend den friiher beschriebenen Methoden? 8, 


Ergebnisse 


Tab. 1 zeigt die Durchschnittswerte der Kerngr68en, der DNS und 
des Trockengewichts, die mittels mikrospektrophotometrischer und 
interferenzmikroskopischer Bestimmungen an Sperma einzelner frucht- 
barer und unfruchtbarer Manner und Stiere erhalten wurden. Wie man 
sieht, sind die DNS-Werte unfruchtbarer Manner bedeutend niedriger 
als die der fruchtbaren, wihrend die Trockengewichtswerte und die Kern- 
gréBen zwischen beiden Gruppen keine Unterschiede zeigen. Das gleiche 
gilt auch fiir die DNS-Werte und die Trockengewichte von fruchtbaren 
und unfruchtbaren Stieren. 

Da die Trockensubstanz der Spermatozoenkerne im wesentlichen 
nur aus DNS und EiweiB8 besteht*, ergibt die Differenz zwischen Trocken- 
gewicht und DNS-Menge den Eiweibgehalt. So zeigte sich, daB dieser 
bei unfruchtbaren Mannern und Stieren nicht nur nicht vermindert, 
sondern sogar leicht erhodht ist (Tab. 2). Eiwei8- und DNS-Gehalt gehen 
also in bezug auf die Unfruchtbarkeit bei Menschen wie bei Stieren nicht 
parallel. 

Da DNS- und EiweiBmenge von Stier- und Menschen-Spermatozoen 
keine wesentlichen Abweichungen voneinander zeigen, interessierte das 
Studium der qualitativen Eigenschaften des EiweiBes von menschlichen 
und Stierspermatozoen, vor allem beziiglich des Gehaltes an der basischen 
Aminosiure Arginin. Die Bestimmung des Arginins mittels der Mikro- 
spektrophotometrie in einzelnen Spermatozoen hatte auBerdem den 
Vorteil, daB von demselben Spermatozoon gleichzeitig auch DNS, Trok- 
kengewicht und EiweiB bestimmt werden konnten. 


Wie aus Tab. 3 hervorgeht, enthalten Spermatozoenkerne von | 
Stieren ausnahmslos etwa doppelt so viel Arginin wie menschliche | 
Kerne. Diese Verschiedenheit des Arginingehalts spricht dafiir, da’ | 


menschliche und tierische Spermatozoenkerne sich in der qualitativen 
Zusammensetzung des EiweiBes wesentlich unterscheiden. 
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photometrie), des Trockengewichts (Interferenzmikroskopie) und der KerngréBe 
von Spermatozoen fruchtbarer und unfruchtbarer Manner und fruchtbarer und 


Tab. 1. Vergleich der Durchschnittsbestimmungen der DNS 
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Aus Tab. 2 und Abb. 1 kann berechnet werden, daB der Anteil des 


Arginins beim Stier etwa 50%, beim Mann nur etwa 30% des EiweiBes be- 
tragt. Das EiweiB des menschlichen Spermatozoons ist also bedeutend 
weniger basisch als das des Stierspermatozoons. Bemerkenswerterweise 
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Tab. 2. Durchschnittswerte fiir DNS, Trockengewicht, EiweiB und Arginin in 
Spermatozoenkernen von fruchtbaren und unfruchtbaren Stieren und Mannern 
(es wurden iiber 22000 Spermatozoenkerne analysiert). 























Art 10-® mg 
Methode des 
Sauge- ee Trocken-| Ei- eee a “— 
tiers DNS gewicht | wei8 | Arginin | DNS/Arginin 
root 7,10 2,07 
oie + 0,07 | 40,11 | 4,1 | + 0,03 1,47 
Stier 
Mikrospekt wt 
‘hotometrie. [frucht-| 2,16 7,30 2,28 
Photometrie | barer | ++ 0,008| + 0,02 | 5,1 | +0,005] 1,0 
(Feulgen, Stier 
Fastgreen) a 
und sone. 6,16 1,10 
Interferenz- arer) + 09,002| +0,13 | 3,8 | + 0,002 2,2 
mikroskopie Mann 
un- 
frucht- 2,0 6,15 1,28 
barer | + 0,04 0,12 4,2 + 0,04 1,6 
Mann 
frucht- 
Biochemie barer 3,20 — — 2,16 1,48 
(Vendrely Stier 
u. Vendrely!!) _ |frucht- 
barer — — — — — 
Mann 























Fruchtbare Stiere  Fruchtbare Manner | 
ONS_.79 
Arginin *’ 





Abb. 1. Durchschnittswerte der DNS 
(schwarz), des EiweiBes (schrag schraf- 
| fiert, des Arginins (waagrecht schraf- 
4 fiert) und des Trockengewichtes (leere 
o OH _____| Saulen) fiir Spermatozoenkerne frucht- 
& Unfruchtbare Stiere Unfruchtbare Manner | okie ad weil Blew wil 
2 8 ONS -19 A ae =16 | Manner (mikrospektrophotometrische 
9 Analyse an iiber 22000 Kernen). 






































1 R, Vendrely u. C. Vendrely, Nature [London] 172, 30 [1953]. 
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stimmen die biochemischen Werte fiir Arginin und DNS, die von Ven- 
drely und Vendrely"™ unabhiangig an dem gleichen Stiersperma er- 
halten wurden, sehr gut mit den von uns erhaltenen mikrospektrophoto- 
metrischen Werten iiberein. 

Aus Tab. 2 und Abb. 1 geht auBerdem hervor, daB der Arginin- 
gehalt des Stierspermatozoons immer héher ist als der des menschlichen, 
ganz gleich, ob die Spermatozoen von Fruchtbaren oder Unfruchtbaren 
verglichen werden. Andererseits verhilt sich das Stierspermatozoon in 
bezug auf Unfruchtbarkeit sehr ahnlich wie das menschliche; in beiden 
Fallen ist der Quotient DNS/Arginin bei Unfruchtbarkeit kleiner. 








J |Fruchtbaret Mann | 
A ei dat oY | 









Abb. 2. Mikrospektrophotometrisch —be- 

stimmter Gehalt an Arginin (----- ) und 

ee DNS ( ) in einzelnen Spermatozoen- 

Uintruchtbarer Mann kernen eines fruchtbaren (630 Kerne 

untersucht; DNS/Arginin = 2,0) und 

eines unfruchtbaren Mannes (80 Kerne 
untersucht; DNS/Arginin = 1,7). 

















Fie Poa —_ 
05 13 2i 29 37 
Menge des Arginins und der ONS in 10°°mg —a— 


In Abb. 2 sind die DNS- und Argininwerte fiir individuelle Sperma- 
tozoen von einem fruchtbaren und einem unfruchtbaren Mann graphisch 
dargestellt. Es ist offensichtlich, daB nicht nur die Arginin-Mittelwerte 
in den Spermatozoen fiir den fruchtbaren und unfruchtbaren Mann 
identisch sind — im Gegensatz zur DNS —, sondern daB auch die Streu- 
ung der Argininwerte in den einzelnen Spermatozoen sehr ahnlich ist. 


Diskussion 

Die mikrospektrophotometrischen und interferenzmikroskopischen 
Analysen der DNS, des EiweiBes und Arginins am Einzelspermatozoon 
des Mannes und des Stieres haben zwei besonders beachtenswerte Er- 
gebnisse geliefert: 

Man sollte annehmen, da das Verhalten des an die DNS gebun- 
denen Proteins dem Verhalten der DNS parallel ist; d. h. daB eine Her- 
absetzung der DNS-Menge bei Unfruchtbaren auch mit einer entsprechen- 
den Verringerung der EiweiBmenge einhergeht. Der gegenteilige Befund 
war also auBerordentlich tiberraschend. Andererseits stimmt die Gleich- 
heit der Kerngr6éBe der Spermatozoen Fruchtbarer und Unfruchtbarer — 
trotz verschiedenen DNS-Gehalts — gut mit der Tatsache itiberein, dab 
auch die Trockengewichte identisch sind. DaB das Verhaltnis des DNS- 
Gehalts zum EiweiBgehalt und der Kerngré8e auch in normalen Sper- 
matozoen stark schwanken kann, haben Schrader und Leuchten- 
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berger schon 1950" gefunden. Bei Arvelius albopunctatus konnte ge- 
zeigt werden, daB KerngréBen und EiweiBmenge der Spermatozoen 
16mal so groB werden kénnen, ohne daB sich die Menge der DNS andert. 

Das zweite bemerkenswerte Resultat ist die qualitative Verschieden- 
heit des EiweiBes in den Spermatozoenkernen von Mensch und Stier. Ob- 
wohl aus diesem Befund zur Zeit noch keine weitergehenden Schliisse ge- 
zogen werden kénnen, verdient dieser Unterschied besondere Beachtung, 
wenn man sich vergegenwartigt,daB die Desoxynucleoproteide im Sperma- 
tozoenkern entweder selbst das genetische Material oder zumindest 
dessen Trager sind. Die Unméglichkeit einer Kreuzungsbefruchtung 
zwischen verschiedenen Typen von Saugetieren lieBe sich zumindest 
teilweise durch den Unterschied in der Aminosiure-Zusammensetzung 
der Proteine erkliren. Das schlieBt natiirlich qualitative Unterschiede 
der DNS zwischen menschlichen und Tierspermatozoen nicht aus, im 
Gegenteil ist zu erwarten, daB mit einer Verinderung der EiweiBzusam- 
mensetzung auch eine Veranderung in der Struktur der DNS einhergeht, 
da beide eng miteinander verbunden sind. 


Zusammenfassung 


Mikrospektrophotometrische und interferenzmikroskopische Be- 
stimmungen der DNS, des Arginins und des Trockengewichts in den 
Spermatozoen von Menschen und Stieren ergaben folgendes: 

1. Die DNS-Menge in den Spermatozoenkernen fruchtbarer Man- 
ner und fruchtbarer Stiere ist konstant, waihrend sie bei Unfruchtbaren 
oft herabgesetzt ist. 

2. Trockengewicht und EiweiBmenge der Spermatozoenkerne sind 
bei Unfruchtbaren nicht vermindert. 

3. Das EiweiB der Spermatozoenkerne von Stieren enthalt etwa 
50% Arginin, beim Menschen sind es nur etwa 30%. 


Summary 


Determinations of DNA, arginine and dry weight of human and 
bull sperm nuclei by microspectrophotometry and interference micro- 
scopy, gave the following results: 

1. The DNA quantity in sperm nuclei of fertile men and fertile 
bulls is constant, while the amount of DNA is frequently diminished 
in infertile men and infertile bulls. 

2. The dry weight and the amount of protein in the sperm nuclei 
is not diminished in infertile men and infertile bulls. 

3. The protein of bull sperm nuclei contains about 50°, arginine, 
while that of human sperm nuclei contains only about 30%. 








12 F. Schrader u. C. Leuchtenberger, Exp. Cell Res. 1, 421 [1950]. 
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Wirkung von Phloridzin auf Mitochondrien 
Von 
Albert L. Lehninger* und Marion Schneider 


Aus dem Department of Physiological Chemistry, The John Hopkins School of Medicine 
Baltimore, Maryland (USA) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Mai 1958) 


Herrn Professor Kurt Felix mit herzlichen Gliickwiinschen zum 70. Geburtstag 


Das Glykosid Phloridzin ist seit langem als Inhibitor der Resorp- 
tion der Glucose aus den Nierentubuli bekannt!?. Trotz zahlreicher 
Untersuchungen tiber die Wirkungsweise von Phloridzin und trotz der 
historischen Bedeutung des Phloridzindiabetes fiir Untersuchungen der 
Glykoneogenese ist der enzymatische Mechanismus, durch den der 
Glucosetransport durch Phloridzin so spezifisch gehemmt wird, noch 
immer unbekannt*+. Die Untersuchungen von Kalckar® und Shapiro® 
haben gezeigt, daB die unter Verbrauch von ATP verlaufende Phospho- 
rylierung von’Glucose in Nierenhomogenaten in vitro durch Zusatz von 
Phloridzin stark gehemmt wird. Das ATP wird dabei durch Oxydation 
von Glucose erzeugt. Die Arbeit von Shapiro zeigt jedoch, daB diese 
Hemmung auf einer verminderten Aktivitaét der Brenztraubensaure- 
und der Citronensiure-Dehydrogenase beruht und nicht auf einer Hem- 
mung oder Entkopplung der oxydativen Phosphorylierung*. In Be- 
statigung der Arbeit von Shapiro haben Lotspeich und Keller? 
vor kurzem gezeigt, daB Phloridzin in vitro bestimmte Oxydations- 
reaktionen des Citronenséurezyklus in Nierenmitochondrien hemmt. Die 
Autoren haben jedoch gefunden, daB man die Hemmung durch Erhéhung 
der Konzentration der Adeninnucleotide verhindern kann. Dieses Ex- 
periment weist darauf hin, daB Phloridzin an der oxydativen Phospho- 
rylierung angreift, andererseits aber beeinfluBt Phloridzin die oxydative 
Phosphorylierung in isolierten Lebermitochondrien nicht, zumindest 
nicht unter den untersuchten Bedingungen®. 





* Gastprofessor am Institut fiir Vegetative Physiologie der Universitat Frank- 
furt a.M. 1951 im Rahmen des Austauschprogramms University of Chicago—Uni- 
versitat Frankfurt. 

1 L. T. Poulsson, J. Physiology 69, 411 [1930]. 

2 J. A. Shannon, N. Jolliffe u. H.W. Smith, Amer. J. Physiol. 102, 534 
[1932]. 
B. Shapiro, Biochem. J. 41, 151 [1957]. 
W. T. Lotspeich u. D. M. Keller, J. biol. Chemistry 222, 843 [1956]. 
H. Kalckar, Enzymologia [Den Haag] 2, 47 [1936]. 
A. L. Lehninger, J. biol. Chemistry 178, 625 [1949]. 
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Bei unseren Untersuchungen iiber die Wirkung von Thyroxin auf 
die Struktur der Mitochondrien und ihre enzymatische Aktivitat’-!” 
haben wir gefunden, daB Phloridzin in niedrigen Konzentrationen eine 
ziemlich spezifische Quellung von Rattenleber- und Rattennieren-Mito- 
chondrien verursacht*. Sie ist der durch Thyroxin verursachten Quel- 
lung ahnlich und kommt anscheinend durch Einwirkung des Phloridzins 
auf in der Mitochondrienmembran gebundenes Diphosphorpyridin- 
nucleotid (DPN) zustande. Weiterhin wurden unter besonderen Bedin- 
gungen auch Hemmungen DPN-abhingiger Oxydationen und gekop- 
pelter Phosphorylierungen beobachtet. Die vorliegende Arbeit gibt einen 
Uberblick iiber diese Effekte des Phloridzins, die méglicherweise fiir die 
Hemmung des Transportes der Glucose und anderer Metaboliten von 
Bedeutung sind. 


Methoden 


Mitochondrien wurden aus Nieren und Lebern mannlicher Wistar-Ratten 
nach der Methode von Schneider isoliert, zweimal mit 0,25-m. Saccharose ge- 
waschen und zu einer Stammsuspension in 0,25-m. Saccharose vereinigt. 1,0 ml der 
Stammsuspension enthielt die Mitochondrien aus 1,0 g frischem Gewebe. 

Die passive Quellung der Rattenleber- und -nierenmitochondrien wurde optisch 
bei 520 my nach der Methode von Raaflaub' gemessen. Das Reaktionsmedium 
und die experimentellen Einzelheiten sind bereits an anderer Stelle beschrieben 
worden ?2, Das verwendete Phloridzin wurde durch Umkristallisieren von Handels- 
produkten (British Drug Houses Ltd.) erhalten; es enthielt keine toxischen Ver- 
unreinigungen. Von dem gereinigten Produkt wurde eine 0,05-molare Stammlésung 
in 5-proz. Athanol hergestellt und nach Bedarf den Versuchsansitzen zugesetzt. 
Kontrollversuche mit dem Lésungsmittel allein zeigten keinen Einflu8 auf die 
Quellungsgeschwindigkeiten. Das Phloridzin kristailisierte wihrend der Versuche 
nicht aus. Bei Versuchen iiber die oxydative Phosphorylierung wurde die Sauer- 
stoffaufnahme manometrisch, die Phosphataufnahme kolorimetrisch bestimmt. 


Ergebnisse 


Zusatz von Phloridzin in niedrigen Konzentrationen zu Suspen- 
sionen von Rattenleber- und -nierenmitochondrien in 0,3-m. Saccharose- 
0,02-m. Tris-[hydroxymethyl]-aminomethan-HCl-Puffer bei pu 7,4 
verursacht eine rasche Abnahme der optischen Dichte bei 520 mu auf 





7 A. L. Lehninger, in ,,Enzymes: Units of Biological Structure and Func- 
tion‘, edited by O. H. Gaebler, Academic Press, New York 1956. 

8 D. F. Tapley, C. Cooper u. A. L. Lehninger, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 18, 597 [1955]. 

® D. F. Tapley, J. biol. Chemistry 222, 325 [1956]. 

10 DP. F. Tapley u. C. Cooper, J. biol. Chemistry 222, 341 [1956]. 

1 A. L. Lehninger u. B. L. Ray, Science [Washington] 125, 748 [1957]. 

2 A. L. Lehninger, B. L. Ray u. M. Schneider, J. biophys. and biochem. 
Cytol., im Druck. 

13 W.C. Schneider, J. biol. Chemistry 176, 259 [1948]. 

M4 J. Raaflaub, Helv. physiol. pharmacol. Acta 11, 142 [1953]. 

* Als diese Arbeit abgeschlossen war, erschien eine kurze vorliufige Mittei- 
lung von Lotspeich und Keller, Federation Proc. 17, 99 [1958], die ebenfalls 
iiber die durch Phloridzin induzierte Quellung von Mitochondrien und ihre Ver- 
hinderung mittels ATP berichtet. 











140 































Albert L. Lehninger u. Marion Schneider, Bd. 313 (1958) 


40—50% des Ausgangswertes. Typische Versuche zeigt Abb. 1. Diese 
Abnahme entspricht einer Volumenzunahme der Mitochondrien. Man 
erkennt, daB die Quellung durch Phloridzin beziiglich Geschwindigkeit 
und GréBenordnung der durch Thyroxin entspricht. Eine zeitliche Ver- 
zogerung der Wirkung des Phloridzins ist deutlich, sie entspricht der 
Verzégerung bei der Quellung durch Thyroxin und Trijod-thyronin”. 
Phloridzin ist daher eine der wenigen Substanzen, die eine Quellung von 
Mitochondrien bei px 7,4 in isotonischer Saccharoselésung verursachen. 
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Abb. 1. Wirkung von Phloridzin auf die Quellung von Mitochondrien. Die Ansiatze 

enthielten 5,0 ml 0,3-m. Saccharose, 0,02-m. Trispuffer, pq 7,4, und Phloridzin 

sowie Thyroxinkonzentrationen wie angegeben. Die Mitochondrien wurden zuletzt 

zugegeben, und zwar 0,05 bis 0,1 m/ der Stammsuspension. Das Volumen der 

zugegebenen Suspension wurde so gewahlt, da die anfangliche optische Dichte 
zwischen 0,5 und 0,7 lag. 


Dieselbe Wirkung entfalten Thyroxin und seine Analoga, anorganisches 
Phosphat, bestimmte Sulfhydrylreagenzien wie p-Chloromercuribenzoat, 
bestimmte Sulfhydrylverbindungen wie Cystein sowie Calcium 2° %!2, Die 
molare Phloridzinkonzentration, die noch gut meBbare Effekte ergibt, liegt 
bei weniger als 1 - 1C-4-m. fir Lebermitochondrien und etwas hoher fiir 
Nierenmitochondrien. Dies entspricht gréBenordnungsmaBig den Kon- 
zentrationen, die man nach parenteraler Verabfolgung von zur Stérung 
der Glucoseresorption ausreichenden Phloridzinmengen (100—1000 mg/ 
kg) fiir die Gewebe der Versuchstiere errechnet. Wie wir gezeigt haben, 
hat die Quellung der Lebermitochondrien einen sehr groBen Temperatur- 
koeffizienten (Q,;)5 = 5—6)!*. Daher kann man erwarten, daB die 
Empfindlichkeit der Mitochondrien fiir die durch Phloridzin induzierte 
Quellung bei 37° hoher ist als bei 20°. 
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Die quellende Wirkung von Ph. auf Lebermitochondrien kann durch 
ATP und Mg?® vollstaéndig gehemmt werden. Abb. 2 zeigt, daB die 
Gegenwart von 2-10-*-m. ATP die Quellungswirkung von 1-10-%-m. 
Ph. gréBtenteils verhindert; ADP zeigt einen ahnlichen Effekt. Abb. 2 
zeigt ferner, daB auch Mg?® die Quellungswirkung von Ph. gréBtenteils 
hemmt. Die Kombination von ATP und Mg? ist jedoch wirkungsvoller 
und hemmt die Quellungswirkung von Ph. vollstindig. Diese Ergebnisse 
sind mit der sehr ahnlichen Wirkung von ATP (oder ADP) und Mg? 
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Abb. 2. Wirkung von ATP und Mg®® auf durch Phloridzin induzierte Quellung 

von Lebermitochondrien bei 22°. Experimentelle Einzelheiten wie in Abb. 1. 

Die Zusaitze wurden so dosiert, daB folgende Endkonzentrationen erreicht wurden: 
Phloridzin 1 - 10--m., ATP 2 - 10-3-m., MgCl, 2 - 10~%-m. 


Abb. 3. Wirkung von 2.4-Dinitro-phenol auf die von Phloridzin induzierte Quellung 

bei 20°. Ansatz wie in Abb. 1; Rattenlebermitochondrien. Phloridzin wurde zu- 

gefiigt in einer Konzentration von 1 -10--m., Thyroxin 1 -10~-m., Dinitro- 
phenol 5 - 10~5-m. 


bei der Hemmung der durch Thyroxin induzierten Quellung von Ratten- 
lebermitochondrien® 1? vergleichbar. Die Wirkung von ATP auf die 
durch Phloridzin induzierte Quellung kénnte den Befund von Lot- 
speich und Keller‘ erklaren, daB Adeninnucleotide in Nierenmitochon- 
drien die von Ph. zu erwartende Hemmung von Oxydationsvorgingen 
des Citronenséurezyklus verhindern. 

Unsere friiheren Versuche haben gezeigt, daB Agentien, die die 
oxydative Phosphorylierung in intakten Mitochondrien entkoppeln, 
sich hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Quellung von Lebermitochondrien 
unterscheiden’®. So steigern z.B. Thyroxin und Ca?® die Geschwindig- 
keit der passiven Quellung von Rattenlebermitochondrien sehr stark; 
Gramicidin dagegen zeigt tiberhaupt keinen Effekt. Andererseits hemmen 
sowohl 2.4-Dinitro-phenol (DNP) als auch Dicumarol die Quellung von 
Mitochondrien; DNP kann sogar die Quellungswirkung von Thyroxin 
volistandig aufheben. In ahnlichen Versuchen (Abb. 3) wurde gefunden, 
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daB eine zur Entkopplung ausreichende Konzentration von DNP 
(5 - 10-5-m.) die durch Phloridzin induzierte Quellung ebenso wirkungs- 
voll verhindert wie die durch Thyroxin induzierte Quellung. 

Wie wir bereits gezeigt haben, tritt die quellende Wirkung von 
Thyroxin und anderen Stoffen auf Lebermitochondrien unter anaeroben 
Bedingungen oder bei Zusatz einer zur Hemmung der Cytochromoxydase 
ausreichenden Menge von Cyanid nicht ein'®. Unter diesen Bedingungen 
befinden sich die Enzyme der Atmungskette in reduziertem Zustand. 
Dieser Effekt ist mit unserer Auffassung, daf der Oxydations-Reduk- 
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Abb. 4. EinfluB des Redox-Zustandes der 
Atmungskette auf die Phloridzinempfind- 
lichkeit der Lebermitochondrien. Experi- + 
mentelle Einzelheiten wie in Abb. 1. Die & 
Phloridzinkonzentration war in allen Roéhr- 
chen 1 -10~%-m. Das aerobe Réhrchen (Trager 
oxydiert) zeigt die typische Quellwirkung 
des Phloridzins. Zu Réhrchen, die als Reduk- 
tionsmittel 1-10~%-m. p-6-Hydroxybutyrat 
enthielten, wurden Atmungsinhibitoren wie 
folgt zugesetzt: NaCN 1-10-%-m., Natrium- 
amytal 1,8-10—*-m. und Antimycin A 0,2 y/ml. 
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tions-Zustand der Elektroneniibertriger der Atmungskette ein ent- 
scheidender Faktor fiir die Quellungsempfindlichkeit der Mitochondrien 
ist, vereinbar; die Mitochondrien sprechen maximal an, wenn die 
Elektroneniibertrager sich im oxydierten Zustand befinden; im redu- 
zierten Zustand derselben sind sie unempfindlich?* 15. Dadurch wird die 
Annahme nahegelegt, daB die Permeabilitat der Mitochondrienmembran 
durch den Oxydationszustand der Elektronen-iibertragenden Enzyme 
kontrolliert wird, die selbst in die Membran eingelagert sind und einen 
groBen Teil ihrer Substanz ausmachen?’. Friiher haben wir mit Hilfe 
der Atmungsketteninhibitoren Antimycin A und Natriumamytal* ge- 
zeigt, daB die Empfindlichkeit der Mitochondrien gegeniiber der durch 
Thyroxin induzierten Quellung von dem Oxydationszustand nur eines 
spezifischen Tragers abhingt, nimlich vom gebundenen Diphospho- 
pyridinnucleotid (DPN)}!*. Antimycin A blockiert die Kette zwischen 
Cytochrom b und c!® und Natriumamytal zwischen DPN und Flavo- 
protein!”, Deshalb wurde die Quellwirkung von Phloridzin in Abhangig- 
keit vom Oxydationszustand der Atmungstriger von Rattenleber- 
mitochondrien untersucht. Die Versuche (Abb. 4) zeigen, daB die Quell- 


15 A, L. Lehninger u. B. L. Ray, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
26, 643 [1957]. 

16 B. Chance u. G. R. Williams, Advances in Enzymol. 17, 65 [1956]. 

17 R. W. Estabrook, J. biol. Chemistry 227, 1093 [1957]. 
* Na-Salz der 5-Athyl-5-isoamy]-barbitursaure. 
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wirkung maximal ist, wenn sich die Trager in oxydiertem Zustand be- 
finden, sie verschwindet in Gegenwart von D-$-Hydroxybutyrat, das 
ein Reduktionsmittel fiir die Atmungskette ist. In Gegenwart der 
Ketteninhibitoren Cyanid, Antimycin A und Natriumamytal in Konzen- 
trationen, die gerade ausreichen um die Atmung praktisch vollstandig 
zu hemmen, wird keine Quellwirkung durch Ph. beobachtet. Blockiert 
man die Kette mit Cyanid, so befinden sich alle Elektroneniibertrager 
in reduziertem Zustand. Bei einem Block mit Antimycin A befinden sich 
die Cytochrome c, a und a, in oxydiertem, DPN, Flavoprotein und 
Cytrochrom b in reduziertem Zustand. Bei einem Block mit Amytal 
ist nur DPN in reduziertem Zustand, alle andern Trager liegen in der 
oxydierten Form vor. Phloridzin verursacht die Quellung der Mitochon- 
drien tiber einen Mechanismus, der am oxydierten DPN angreift und 
ist deshalb der Wirkung von Thyroxin grundsitzlich ahnlich. 

DaB Phloridzin auf das DPN der Mitochondrien einwirkt, konnte 
durch Versuche gezeigt werden, bei denen die Geschwindigkeit der Ein- 
stufenoxydation von D-$-Hydroxybutyrat zu Acetoacetat in Ratten- 
lebermitochondrien getestet wurde. Diese Reaktion wird normalerweise 
von DPN in den Mitochondrien ausgefiihrt. Die Werte in der Tabelle 
(Versuch 1) zeigen, daB Phloridzin im in-vitro-Testsystem diese DPN- 
gebundene Oxydation hemmt. Zufiigen von DPN normalisiert die Ge- 
schwindigkeit der Oxydation von D-$-Hydroxybutyrat wieder. Damit 
ist gezeigt, daB Phloridzin ebenso wie Thyroxin! und anorganisches 
Phosphat'® das mitochondriale DPN ,,blockieren‘’ kann. Die Werte 
zeigen ferner, daB Phloridzin nach Zugabe zu frischen Mitocbondrien 
die oxydative Phosphorylierung nicht, entkoppelt (Versuch 1), obwohl 
es einen Verlust an mitochondrialem DPN verursacht. 

Wurden die Mitochondrien zuerst aerob 20 Min. bei 20° in 0,25-m. 
Saccharoselésung mit Phloridzin prainkubiert, also unter Bedingungen, 
die eine Quellung der Mitochondrien verursachen (Abb. 1), dann trat 
ein DPN-Verlust ein. Dies wird durch die herabgesetzte Fahigkeit zur 
Oxydation von D-$-Hydroxybutyrat und die Wiedereinstellung der 
Sauerstoffaufnahme nach Zusatz von DPN gezeigt (Tab., Versuch 2). 
Allerdings wird auch gezeigt, daB die Priinkubation mit Phloridzin nicht 
nur einen Verlust an mitochondrialem DPN, sondern auch eine prak- 
tisch vollstandige Entkopplung der oxydativen Phosphorylierung ver- 
ursacht. Die Entkopplung der Phosphorylierung ist daher nicht das 
erste Symptom der Wirkung des Phloridzins; sie tritt erst nach lingerem 
Kontakt der Mitochondrien mit dem Glykosid ein. Sind ATP und Mg?°, 
die eine durch Ph. induzierte Quellung verhindern (Abb. 2), bei der Pra- 
inkubation mit Ph. zugegen, so wird sowohl der Verlust an DPN als 
auch der Fihigkeit zur Phosphorylierung verhindert. ATP und Mg?® 
schiitzen vermutlich empfindliche Stellen der Mitochondrien vor den 
drei Wirkungen des Phloridzins. 





18 F. EK. Hunter u. L. Ford, J. biol. Chemistry 216, 357 [1955]. 
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Wirkung von Phloridzin auf die Oxydation von 8-Hydroxybutyrat 
und die gekoppelte Phosphorylierung. 

Das Testsystem enthielt 0,02-m. pL-f-Hydroxybutyrat, 0,01-m. Phosphat, 
pu 7,4, 0,0024-m. ADP, 0,02-m. Glucose, Hexokinase (4 mg), Phloridzin und 
DPN, wie unten angegeben, und Mitochondrien entspr. 500 mg frischer Ratten- 
leber (suspendiert in 0,25-m. Saccharose) in einem Gesamtvolumen von 3,0 ml. 
Die Versuche wurden bei 20° in Luft ausgefiihrt und nach 40 Min. unterbrochen. 
Bei Versuch 2 wurden die Mitochondrien in 1,5 ml 0,25-m. Saccharose prainkubiert. 
und zwar entweder allein oder zusammen mit Phloridzin, oder Phloridzin +- ATP 
und Mg*®, und dann dem oxydativen Testsystem zugesetzt. 

















Versuchsbedingungen se pie rg P: 2e 
1. Frische Mitochondrien 
a) Kontrolle ........ : 6,8 19,0 2,8 
b) 1-10-4-m. Phloridzin. ... . 5,8 16,8 2,9 
c) 3-10-4-m. Phloridzin. . .. . 4,8 14,9 3,1 
d) 1-10-%-m. Phloridzin. . .. . 2.6 vB | 27 
e) 1 -10-%-m. Phloridzin 
+1-10-*-m. DPN. . hee 7,3 ; 13,9 1,9 
2. Prainkubierte Mitochondrien 
a) Kontroile ........... 4,7 11,8 2,5 
b) 3-10-%-m. Phloridzin. ... . 0,4 0,0 0,0 
ec) 3-107%-m. Phloridzin (1 - 10~*-m. 
DPN zum Testmedium zugesetzt) 6,8 0,0 0,0 
d) 3-10-8-m. Phloridzin + 
0,004-m. ATP + 0,004-m. MgCl, 4,5 10,4 2,3 


Diese Versuche zeigen zumindest fiir Leber- und Nierenmitochon- 
drien, da8 Ph. eine Quellung, einen Verlust von mitochondrialem DPN 
und als Endresultat Entkopplung der Phosphorylierung verursacht. 


Diskussion 


Wahrscheinlich kénnen die drei oben beschriebenen Effekte von 
Phloridzin auf Mitochondrien auf einen gemeinsamen funktionellen 
Nenner gebracht werden, nimlich auf die Delokalisierung oder Stérung 
spezifisch gebundener Formen von Pyridinnucleotid in Mitochondrien. 
Die Art der Einwirkung scheint sehr ahnlich der Wirkung der Hormone 
der Thyreoidea auf Mitochondrien zu sein, die wir an anderer Stelle 
beschrieben haben!*. Unsere Befunde bestitigen nicht nur einige der 
Schliisse, die Shapiro® sowie Lotspeich und Keller* aus ihren 
Experimenten gezogen haben, sondern geben auch eine Erklirung fiir 
die ziemlich komplexen und schwer deutbaren Effekte, die diese Autoren 


an Atmung und Phosphorylierung beobachtet haben. Es gibt bereits | 


viele Beweise dafiir, daB die Mitochondrien nicht nur eine bedeutende 
Rolle bei der Atmung und Phosphorylier ung spielen, sondern auch beim 
aktiven Transport des Wassers und einiger Elektrolyte!®?°. Man darf 


9 C, AL Price, A. Fonnesu u. R. E. Davies, Biochem. J. 64, 754 [1956]. 
20 A, Fonnesu u. R. E. Davies, Biochem. J. 64, 769 [1956]. 
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wohl annehmen, da sich die morphologische Struktur der Mitochon- 
drien in der intakten Zelle in einem dynamischen Gleichgewicht zwischen 
passivem Quellen und atmungsgekoppelter aktiver Kontraktion be- 
findet!#1%12, die zu einem AusstoB von Wasser fihrt. Eine Storung 
dieser Vorgiange, z.B. durch eine Steigerung der Geschwindigkeit der 
passiven Quellung durch Phloridzin (oder Thyroxin) wiirde nicht nur 
Anderungen der Atmung und Phosphorylierung verursachen, sondern 
auch Anderungen der Transportwege und -geschwindigkeiten. Die spezi- 
fische Rolle der Mitochondrien fiir den Glucosetransport ist noch nicht 
bekannt; es erscheint aber sicher, da die Mitochondrien zumindest die 
Stoffwechselenergie fiir diesen Vorgang liefern. Es sollte in diesem Zu- 
sammenhang erwahnt werden, da’ Phloridzin auch den Eintritt von 
Zuckern in Ascites-Tumorzellen (Ehrlich) hemmt?!. 


Obgleich die Wirkung von Phloridzin auf Mitochondrien in vitro 
der in-vitro-Wirkung von Thyroxin sehr ahnlich ist, ist die Wirkung 
der beiden Substanzen im Tierk6rper sehr verschieden und hangt natiir- 
lich sehr stark von Organ und Gewebeverteilung dieser Agentien, der 
relativen Durchlassigkeit, der Geschwindigkeit der Enzymzerstérung, 
der Ausscheidungsgeschwindigkeit und vielen anderen Faktoren ab. Es 
soll auch darauf hingewiesen werden, daB einige Quecksilberderivate, 
die eine St6rung des aktiven Transports in der Niere verursachen, eben- 
falls eine Quellung der Mitochondrien hervorrufen °. 


Wegen der Analogie zu Thyroxin, das die Zink und essentielle 
SH-Gruppen enthaltenden Dehydrogenasen stark hemmt”*, haben wir 
die Hemmwirkung von Phloridzin auf gereinigte Dehydrogenasen unter- 
sucht. In vorliufigen Experimenten hat Dr. O. Reif’ in unserem Institut 
gefunden, daB 5-10-4-m. Phloridzin kristalline Glutaminsaiure-Dehydro- 
genase zu 85% hemmt. Andere vorliufige Experimente zeigen eine 
starke Hemmung der Apfelsiure-Dehydrogenase, der gereinigten - 
Hydroxy-buttersdaure-Dehydrogenase und der Pyridinnucleotid-Trans- 
hydrogenase durch Phloridzin. Derartige Versuche kénnten als Modelle 
fir die Quellwirkung von Mitochondrien dienen. 


Unsere Versuche zeigen einen zweiten Weg, um der Wirkung von 
Phloridzin auf den aktiven Transport experimentell naher zu kommen 
und ergiinzen die Befunde itiber die schon bekannte Hemmwirkung 
von Ph. auf Phosphorylase?? und Mutarotase**. 


Die Arbeit wurde durch Beihilfen folgender Institutionen unterstiitzt: 
National Science Foundation, U.S. Public Health Service und The 
Nutrition Foundation, Ine. 

21. R. K. Crane, R. A. Field u. C. F. Cori, J. biol. Chemistry 224, 649 [1957]. 

2 J. Wolff u. E.C. Wolff, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 26, 
387 [1957]. 

23 C.F. Cori, G. T. Cori u. A. A. Green, J. biol. Chemistry 151, 39 [1943]. 

24 A.S. Keston, Science [Washington] 120, 355 [1954]. 
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Wirkung von Phloridzin auf Mitochondrien Bd. 313 (1948) 


Zusammenfassung 


In niedrigen Konzentrationen verursacht Phloridzin eine Quellung 
von Rattenleber- und -nierenmitochondrien, die durch ATP, Mg?® und 
2.4-Dinitro-phenol verhindert werden kann. Die Quellwirkung von Ph, 
tritt unter anaeroben Bedingungen nicht ein, wenn sich die Trager der 
Atmungskette in vollstandig reduziertem Zustand befinden. Verwendet 
man die Atmungshemmer Amytal und Antimycin A, so verhindert das 
DPN die Quellwirkung von Ph. spezifisch. Die Quellwirkung wird be. 
gleitet von einer Delokalisierung des gebundenen mitochondrialen DPN, 
die zu einer herabgesetzten Oxydation von f-Hydroxybutyrat fihrt. 
Bei langerem Kontakt der Mitochondrien mit Ph. wird auch die Phos. 
phorylierung entkoppelt. Diese Effekte sind sehr ahnlich denen von 
Thyroxin auf isolierte Lebermitochondrien; sie kénnen die Ursache fiir 
die St6rung aktiver Transportmechanismen durch Ph. sein. 


Summary 


Phloridzin in low concentrations causes rapid swelling of rat liver 
and kidney mitochondria. The phloridzin-induced swelling is prevented 
by ATP and Mg?® and also by 2.4-dinitrophenol. The swelling action of 
phloridzin is completely abolished under anaerobic conditions in which 
the carriers of the respiratory chain are in the completely reduced state. 
By use of the respiratory inhibitors amytal and antimycin A it was 
found that maintenance of mitochondrial DPN in the reduced state 
specifically blocks the swelling action of phloridzin. The swelling action 
is accompanied by displacement of bound mitochondrial DPN, resulting 
in decreased oxidation of 6-hydroxybutyrate. Uncoupling of phosphory- 
lation is also produced on further contact of the mitochondria with 
phloridzin. These effects are very similar to the action of thyroxine on 
isolated liver mitochondria and may be concerned in the disturbance 
of active transport mechanisms caused by phloridzin. 
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Papierchromatographische Aufteilung von Protaminen 
Von 
A. Goppold-Krekels und H. Lehmann 
Aus dem Institut fiir Vegetative Physiologie der Universitét Frankfurt a. M. 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Mai 1958) 


Herrn Prof. Dr. K. Felix zum 70. Geburtstag gewidmet . 


In unseren bisherigen Versuchen! haben wir aus den verschiedenen 
Nucleoprotamin-Praparaten immer nur eine der beiden Komponenten 
isoliert. Wir haben entweder das Protamin gewonnen, indem wir mit 
),2-proz. Salzséiure extrahierten und dadurch die Desoxyribonucleinsaure 
(DNS) denaturierten oder die DNS dargestellt, indem wir durch Sat- 
tigung der Nucleoprotamin-Lésung mit Kochsalz das Protamin aus- 
fillten. Im ersten Falle gelang es nicht, aus dem Riickstand noch hoch- 
polymere DNS zu isolieren, im zweiten Falle, das Protamin von dem 
festen Kochsalz im Bodensatz zu trennen. Immerhin schien uns die 
Aussalzmethode geeignet, auch das Protamin in vollwertigem Zustand 
m gewinnen. Emanuel und Chaikoff? berichten, daB mit NaCl- 
Kristallen vermischtes Protamin sich aus waBriger Losung durch Sat- 
tigung mit Natriumsulfat als Ol abscheiden 148t. Wir haben diesen 
Versuch iiberpriift und gefunden, daB zwar Oltrépfchen an der Ober- 
fliche schwimmen, aber der Hauptanteil des Protamins mit den Natrium- 
sulfatkristallen vermischt ist. Deshalb haben wir einen anderen Weg 
beschritten. 

Wir lésten das Protamin-Kochsalzgemisch in 5-proz. Trichloressig- 
siure auf. Noch anhaftende DNS fiel dabei aus und wurde abfiltriert. 
Die wasserklare Lésung wurde mit 20-proz. Trichloressigsiure versetzt, 
bis sie milchigtriibe erschien. Nach einigem Stehen sammelte sich das 
Protamin als Ol am Boden des GefaBes. Modellversuche zeigten, daB das 
Kochsalz vollstandig gelést blieb. Das 61 konnte nach Lésen in Wasser 
direkt gefriergetrocknet oder in das Hydrochlorid tibergefiihrt werden. 

Das OI lést sich beim Waschen mit Alkohol. Das brachte uns auf 
den Gedanken, Protamine in einem solchen Loésungsmittelgemisch 
papierchromatographisch® zu untersuchen. Wir konnten zwar mit dem 
Trichloressigsiure-Alkohol-Gemisch allein keine einwandfreien Flecke 
erhalten; wenn wir aber diesem Gemisch noch etwas sek. Butanol zu- 

1 K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u. R. Mohr, diese Z. 287, 224 [1951]; 
289, 10 [1951]; K. Felix, H. Fischer u. A. Krekels, ebenda 289, 127 [1952]. 

2 C.F. Emanuel u. I. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 208, 167 [1953]. 

3 W. GraBmann u. G. Deffner, diese Z. 298, 89 [1953]. 
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setzten, erhielten wir auf dem Papierchromatogramm nach Anfarben 
mit Amidoschwarz von einem Protamin drei eindeutig voneinander 
getrennte, scharf abgegrenzte Flecke. 

Wir benutzten bei diesen Untersuchungen hauptsachlich Clupein- 
praparate, weil uns hiervon am meisten Material zur Verfiigung stand. 
Das gleiche Verhalten zeigten aber auch Salmin, [ridin, Fontinin, Trutiin 
und Sturin. Wenn wir die Bedingungen genau einhielten, konnten wir 
diese drei Flecke immer wieder reproduzieren. Wir eluierten aus dem 
Chromatogramm die drei Flecke getrennt voneinander und rechromato- 
graphierten sie. Jeder der drei Flecke ergab dasselbe Bild: Es zeigten 


Abb. 1. Papierchromatogramm von Clupein- 
HCl ohne (links) und mit (rechts) Zusatz von 
Natriumoxalat, aufsteigend entwickelt. I, II 
und III stellt die Rechromatographie der 
entsprechend bezeichneten Flecken des linken 
Chromatogrammes nach Elution dar. 


<é = = 





sich jedesmal zwei Flecke, von denen der intensiver gefirbte dem Fleck 
mit dem héchsten Ry-Wert im urspriinglichen Chromatogramm, der 
zweite schwicher sichtbare dem mit dem niedrigsten Ry-Wert ent- 
sprach. Auch in ihrer Aminosiurezusammensetzung konnten die eluierten 
Flecke nicht voneinander unterschieden werden. Wenn wir gesattigte 
Natriumoxalatlésung zum Protamin auf den Startpunkt aufsetzten, 
traten die drei Flecke noch stiirker und scharfer hervor (Abb. 1). 

Da also die papierchromatographische Aufteilung anscheinend von 
auBeren Einfliissen abhangt, untersuchten wir, wie sich die 3 Fraktionen 
des Protamins in Gegenwart verschiedener anderer Zusitze verhalten. 
Dazu trugen wir mit dem Clupein zusammen die verschiedenartigsten 
Salze, Siuren und einige gute Komplexbildner auf den Startpunkt auf 
und entwickelten das Chromatogramm unter den gleichen Bedingungen 
wie vorher. Das Ergebnis ist aus Abb. 2 ersichtlich. Es 1aBt sich keine 
erkennbare GesetzmiBigkeit beobachten. Die Ry-Werte der einzelnen 
Fraktionen sind verschoben und die Mengenverhaltnisse der Fraktionen 
untereinander ebenfalls veraindert. Bei einigen Zusiatzen erscheinen nur 
2 Fraktionen (z.B. MnCl,, CuCl,), und bei anderen tritt sogar eine Auf- 
teilung des Clupeins in 4 Fraktionen ein (z. B. Ammoniumoxalat, Kalium- 
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oxalat, HgCl,). Anionen beeinflussen die Trennung starker als Kationen, 
wie man auf den Chromatogrammen, denen Salze mit Cl°- und SO*°- 
lonen zugesetzt wurden, besonders gut sieht. 













































































































































































Zusatz Zusatz 
q ® . |onne | @ | Mri HNO, 
) @ | xaci 7 ® NaNO, 
@ NH,CI 8 KD ® NH,HCO, 
® CuCl, @ © | Nna,co, 
@ MgCl, Q g NH,-ae. 
D eO D HgCl, 6,5°/, e OF *@ Cu-ae. 7,4%/, 
eo MnCl, O | Pb-ae. 
® FeCl, g @ CH,CO,H 
@® © |xra @ @ | Kscn 
a @ | (NH,).80, @o @D_ | (NHd:€10,5% 
iL Cuso, ® Q @ | NasC.0,3,7% 
d SD ° Ag.SO, 0,74°/, @ lo | kc. 
Ky MgSO, + . H,C,0,9%o 
@ | A1,(S0,), ®@& oO © | K,HPO, 
@ | Manso, e ® © | K:cr0, 
O |}@ | Feso, d oO K,[Fe(CN)o] 
O]@® | Coso, db & H, BO, 4,5°/, 
@ H,S0, ® a Rohrzucker 
O®@ | Nuvo, ES ® & CC1,CO,H 
b @ 10 | KNO, @ ~ UO,-ac. 
AgNO, Titriplex 
Oo] @ e Ag | $ | Titriplex 
hi 06 = =—05 ls 06 05 


Abb. 2. Schematische Darstellung der Chromatogramme von Clupein-HCl mit 


verschiedenen Zusatzen. Die punktierten Flecken zeigten gleiche Farbintensitat, 
die ausgefiillten starkere, die leeren schwachere Intensitat als Clupein ohne Zusatz. 


Diskussion 


Die bisherigen Befunde lassen sich noch nicht eindeutig interpre- 
tieren. Wir sind der Ansicht, daB die erhaltenen 3 Fraktionen im ur- 
spriinglichen Protaminmolekiil nicht vorgebildet sind, einmal, weil sie 
sich in ihrer Aminoséiurenzusammensetzung nicht voneinander unter- 
scheiden, zum anderen, weil jede Fraktion sich im Rechromatogramm 
erneut aufspaltet. Tatsache bleibt, daB nur in dem genannten Loésungs- 
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mittelgemisch und nur in der angegebenen Konzentration der Trein- 
effekt erzielt wird. Wir haben viele andere Losungsmittelgemische, lie 
wir hier nicht genannt haben, untersucht, aber mit keinem solche 
klaren, scharf begrenzten Flecke erhalten. Wir wollen in weiteren Unter. 
suchungen die Ursache dieser Auftrennung klaren. 


Beschreibung der Versuche 


Die Darstellung der Protamine aus Nucleoprotaminen wurde von uns 
bei simtlichen Fischspermatozoen, die uns zur Verfiigung stehen, also den Sperma- 
tozoen von Regenbogenforelle, Bachforelle, Saibling, Salm, Stér und Hering durch- 
gefiihrt. Wir beschreiben hier die Isolierung von Clupein, dem Protamin des 
Herings: 

100 mg Nucleoclupein werden unter Riihren in 10-proz. Kochsalzlésung 
gelést und zu der klaren etwas opaleszenten Lisung so lange festes Kochsalz zu- 
gegeben, bis sich eine geringe Menge Bodensatz gebildet hat. Sofort wird die 
tiberstehende Lésung milchigtriibe. Man kann diese gesattigte Kochsalzlésung 
entweder im Kihlraum sedimentieren lassen, was allerdings mehrere Wochen 
beansprucht, oder in der Ultrazentrifuge bei 20000 U/Min. in 1 Stde. abzentrifu- 
gieren. In beiden Fallen setzt sich das ausgefallene Protamin ab und der Uber. 
stand erscheint voéllig klar. Er kann abgegossen und auf Nucleinsaure weiter 
aufgearbeitet werden. Der Riickstand, das Protamin-Kochsalzgemisch, wird in 
5-proz. Trichloressigsiure gelést. Dabei fallen kurze braunlich gefarbte Faden aus, 
die von anhaftender Nucleinséure stammen. Nach Filtration wird zu der wasser- 
klaren Lésung tropfenweise 20-proz. Trichloressigsiure gegeben, bis sie wieder 
milchig erscheint. Testversuche haben ergeben, daB zur Fallung des Clupeins ein 
Gehalt von insgesamt 8% Trichloressigsiure ausreicht, daB aber selbst bei 20% 
Trichloressigsiure NaCe nicht wieder mitfallt. Nach mehrstdg. Stehenlassen setzt 
sich das Protamin als Ol am Boden des GefaBes ab. Man kann die iiberstehende 
Lésung abgieBen, darf das Ol aber nicht — wie erwahnt — mit Alkohol waschen, 
sondern kann es in Wasser losen und gefriertrocknen. Ausbeute: 40 mg Clupein. 
Um zu priifen, ob das so gewonnene Praparat durch Trichloressigséure nicht ge- 
schadigt wurde, lésten wir in einem zweiten Versuch das Ol in 0,2-proz. HCl und 
fallten es mit Aceton wieder aus, lésten anschlieBend in Wasser und gefrier- 
trockneten erst dann. Ein Vergleich der Stickstoffwerte (Kjeldahl- Bestimmung) 
beider Praparate zeigt, daB sie durchaus gleichwertig sind. 


1. Clupein-HCl (nach friiher angegebenem Verfahren): 24,2% N; 
2. Clupein-TCE (aus Trichloressigsiure erhalten): 18,6% N; 
3. Clupein-HCl (dargestellt aus Clupein-TCE): 24,1% N. 


Auch eine quantitativ durchgefiihrte Biuretreaktion zeigte vollige Ubereinstim- 
mung der Praparate 1 und 3. 

Zur Papierchromatographie wurden 4 cmm einer 0,5-proz. Clupein- HCI- 
Lésung auf Schleicher & Schiill-Papier 2043a aufgetragen und bei 20° in dem 
Lésungsmittelgemisch 86-proz. Athanol/20-proz. Trichloressigsaure/sek. Butanol 
(18:6:1) aufsteigend entwickelt. Das Gemisch bildete eine homogene Phase und 
brauchte etwa 10 Stdn., bis es den oberen Rand erreichte. Das Papier wurde bei 
Zimmertemperatur getrocknet und mit Amidoschwarz angefarbt. Dabei treten die 
drei charakteristischen Flecke auf (Abb. 1). Man erhalt das gleiche Bild, wenn 
man an Stelle von Clupein-HCl ein anderes Derivat wahlt, z.B. Clupein-methyl- 
ester-hydrochlorid. Bespriiht man eine Probe mit Ninhydrinlésung, so farbt sich 
nichts an. 

Jeder der drei Flecke wurde fiir sich 24 Stdn. in zugeschmolzener Ampulle 
mit 6-n. Salzsiure bei 110° hydrolysiert. Auf den jeweils angefertigten Mikro- 
chromatogrammen findet man das vollstindige Aminosiuremuster des urspriing- 
lichen Clupeins. 
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Zur Rechromatographie wurden auf einem Papierbogen Tropfen von je 4 cmm 
einer 0,5-proz. Clupein-HCl-Liésung ganz dicht nebeneinander aufgesetzt, ent- 
wickelt, nur ein Leitstreifen am Rande angefarbt, nach diesem die drei Flecke im 
iibrigen Chromatogramm ausgeschnitten, mit Wasser eluiert, die Eluate ein- 
gedampft, in einem Minimum Wasser wieder aufgenommen, jedes Eluat fiir sich 
auf ein neues Chromatogramm aufgesetzt und erneut im gleichen Lésungsmittel 
entwickelt. Jeder der drei Flecke lieferte zwei neue bei allen gleich weit laufende 
Flecke. Das gleiche Bild erhalt man, wenn man die Protaminpraparate zwei- 
dimensional im gleichen Lésungsmittel entwickelt. Jeder der drei Flecke der ersten 
Dimension bildet zwei neue in der zweiten Dimension, deren Rr-Werte von allen 
drei gleich sind. Auch wenn man das Lésungsmittel der einen Richtung andert, 
bekommt man keine charakteristische Unterscheidung. 

Zu je 4 cmm einer 0,5-proz. Clupein-HCl-Lésung wurden auf den Startpunkt 
die aus Abb. 2 ersichtlichen Zusatze mitaufgesetzt. Es wurden immer 4cmm einer 
10-proz. Lésung verwendet. Nur wenn die Lésung bei einer niedrigeren Konzentra- 
tion schon gesattigt war, wurde diese gewahlt und in Abb. 2 angegeben. 


Zusammenfassung 


Protamin wurde neben Desoxyribonucleinsiure aus Nucleoprot- 
amin dargestellt. 

Protamine lassen sich in dem Lésungsmittelgemisch 86-proz. 
Athanol/20-proz. Trichloressigsiure/sek. Butanol (18:6:1) papierchro- 
matographisch in 3 Fraktionen aufteilen. 


Summary 


Protamine is obtained along with desoxyribonucleic acid by de- 
gradation of nucleoprotamine. Using the mixed solvent system consisting 
of 86% ethanol/20% trichloroacetic acid/sec-butanol in the ratio 18:6:1, 
protamine may be separated into three components by paper chro- 
matography. 
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Uber Peptide im menschlichen Harn 
Von 
H. Hanson und §. Fittkau 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Halle (Saale) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Mai 1958) 
Herrn Prof. Dr. K. Felix zum 70. Geburtstag gewidmet 


Kirzlich hat K. Felix! in einem Ubersichtsbericht den gegenwartigen Stand 
unserer Kenntnisse iiber Vorkommen, physiologische und pathologische Bedeutung 
von Polypeptiden, speziell in tierischen Organismen, umrissen. Abgesehen von den 
,klassischen‘‘ Peptiden Glutathion, Carnosin, Anserin und den Peptidhormonen 
der Hypophyse liegen nur wenige Angaben iiber das Vorkommen, die chemische 
Struktur und Zusammensetzung anderer Peptide im Organismus vor. Praktisch 
nichts ist bekannt iiber die im Organismus beim Stoffwechsel der Peptidhormone 
entstehenden Spaltprodukte sowie die Entstehungsweise, den Stoffwechsel und die 
Zusammensetzung der sogenannten ,,wilden Peptide“, unter denen Felix Peptide 
versteht, die bei enzymatischer Proteolyse am Orte ihrer Entstehung nicht rasch 
genug weiter verwertet werden, so daB sie u. U. physiologische und auch patho- 
logisch-pharmakologische Wirkungen entfalten kénnen bzw. im Harn ausgeschieden 
werden. 

Bekannt ist das Auftreten von sogenannten Aminosiurekonjugaten im Harn, 
wie Hippursiure und Phenylacetyl-glutamin, auf die die Hauptmenge des ge- 
bundenen Aminostickstoffs entfallt?. Konjugate der Glutaminsaéure und Asparagin- 
siure mit Glucuronsaure isolierten Pollack und Eades*. 1948 fanden Moore 
und Stein, sowie unabhangig von ihnen Woodson und Mitarbeiter, daB neben 
Glycin und Glutaminséure auch Asparaginsiure, Valin, Leucin und einige andere 
Aminosaéuren in peptidartig gebundener Form im Harn ausgeschieden werden’, 
nachdem Dent bereits im Jahre vorher im Harn eines Patienten mit Fanconi- 
Syndrom unter anderem im Seryl-glycyl-glycin ein echtes Peptid gefunden hatte’. 

Es hat in den letzten Jahren nicht an Versuchen gefehlt, weitere Peptide zu 
isolieren oder doch zumindest den Polypeptidanteil des Harnes in seiner Gesamtheit 
anzureichern®. So fand Carsten im Normalharn zwei Tetrapeptide, enthaltend 


1 K. Felix, Dtsch. med. Wschr. 82, 694 [1957]. 

2 W.H.Stein, A.C. Paladini, C.H.W.Hirs u. St. Moore, J. Amer. 
chem. Soc. 76, 2848 [1954]. 

3 R. L. Pollack u. Ch. H. Eades, jr., Science [Washington] 119, 510 [1954]. 

4 St. Moore u. W.H.Stein, J. biol. Chemistry 176, 367 [1948]; H. W. 
Woodson, St. W. Hier, J. D. Solomon u. O. Bergeim, J. biol. Chemistry 172, 
613 [1948]. 

5 C. E. Dent, Biochem. J. 41, 240 [1947]; 48, 169 [1948]. 

6 K. Léhru. W. O. Schiimann, Z. ges. exp. Med. 122, 380 [1953]; F. Moya 
u. M. M. Hoffmann, Endocrinology 55, 439 [1954]; F. Moya, J.C. Scerb u. 
M. MacIntosh, Canad. J. Biochem. Physiol. 34, 563 [1956]; A. D. Scala u. A. 
Grasso, Minerva med. [Torino] 44/II, 93 [1953]; W.T. Beraldo, Amer. J. 
Physiol. 171, 371 [1952]; F. P. Gomes, Brit. J. Pharmacol. Chemotherapy 10, 
200 [1955]; E. Werle u. E. G. Erdés, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 228, 234 [1954]; M. L. Paterson, J. Obstetr. Gynaecol. Brit. Empire 
(N.S.) 61, 223 [1954]. 
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Glycin und Asparaginséure bzw. Glycin, Alanin und Glutaminsaure’, wahrend 
Westall bei der Aufarbeitung einer gréBeren Harnmenge mehrere aus drei bzw. 
vier verschiedenen Aminosduren zusammengesetzte Peptide isolieren konnte*. Fast 
gleichzeitig gelang es Jagenburg, im Harn von Sauglingen das Vorkommen zweier 
Prolinpeptide, zusammengesetzt aus Prolin, Alanin und Glutaminsaure, nach- 
zuweisen® sowie Boulanger und Biserte im Harn rachitischer Sauglinge ein 
Prolin-hydroxyprolin-glycinpeptid zu erfassen’®. 

Wenn quantitative Untersuchungen von Stein und von Miiting™ 
an nativem und hydrolysiertem Harn ergaben, daB nahezu alle bekannten 
Aminosiuren im Harn in gebundener Form in gréBerer Menge als in 
freiem Zustand eliminiert werden, so bleibt zu klaren, ob diese ge- 
bundenen Aminosauren des normalen menschlichen Harns auBer in den 
daraus bisher isolierten kurzkettigen Peptiden auch in solchen hoher- 
molekularer Natur vorkommen. Zu diesem Zwecke befassen wir uns mit 
Untersuchungen an Urinen stoffwechselgesunder Personen, um Méglich- 
keiten des Nachweises, der Isolierung und Analyse von Peptiden im 
Harn mit Methoden zu finden, die Gewahr bieten, daB festgestellte 
Peptide als im nativen Harn vorkommend und nicht als wahrend der 
Aufarbeitung entstandene Kunstprodukte zu betrachten sind. 


Methodik 


Unsere Versuche sollten aus dem Peptidspektrum des Normalharns 
einen méglichst groBen Ausschnitt erfassen, wobei die Arbeitsmethode 
auf die Isolierung besonders der langerkettigen Peptide ausgerichtet 
wurde. Eine schonende Anreicherung der Harnpeptide erreichten wir 


Tab. 1. Erfassung der einzelnen N-Anteile bei Behandlung des nativen Harns mit 
Aktivkohle und nachfolgender Elution (Angaben in Prozent). 

















Aktivkohle- Kohle- — 
filtrat eluat — 
Gesamtstickstoff .... 83,7 5,3 11,0 
Freier Amino-N. . .. . 61,3 28,6 10,1 
Gebundener Amino-N . . 17,8 76,8 5,4 
Nicht-Amino-N..... 85,4 3,5 11,1 


durch Adsorption an Aktivkohle und deren nachtragliche Elution mit 
Aceton unter Zusatz von Schwefelwasserstoffwasser. Tab. 1 zeigt, daB 
durch die Aktivkohle besonders die in kleiner und kleinster Konzen- 
tration vorliegenden Peptide mehr oder weniger quantitativ erfaBt 
werden konnten, wihrend die Hauptmenge des Harnstoffs nicht ad- 





7 M. E. Carsten, J. Amer. chem. Soc. 74, 5954 [1952]. 

8 R.G. Westall, Biochem. J. 60, 247 [1955]. 

9 R. Jagenburg, Acta chem. scand. 9, 1047 [1955]. 

10 P. Boulanger u. G. Biserte, Exposés Ann. de Biochim. Med., Paris 18. 
Serie, 123 [1956]. 

11 W. H. Stein, J. biol. Chemistry 201, 45 [1953]; D. Miiting, diese Z. 297, 
61 [1954]. 
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sorbiert wurde. Dabei machten wir uns die bekannte Tatsache zunutze, 
daB langerkettige Peptide besser adsorbiert werden als kurzkettige ”, 

Das bis zur Sirupkonsistenz eingeengte Aktivkohleeluat ergab cin 
Harnkonzentrat, in dem der freie und gebundene Aminostickstoff 
gegentiber dem reinen Harn auf mehr als das 20fache angereichert, 
der Harnstoffstickstoff hingegen auf fast die Halfte vermindert worden 
war (Tab. 2). EiweiBstoffe, die in jedem normalen Harn in Spuren vor. 


Tab. 2. Aufgliederung des Stickstoffs im Harnkonzentrat 
(zum Vergleich die N-Werte des Normalharns I. c.118), 











Harnkonzentrat | Normalharn 
Stickstoff % des % des % des _ 
Konzentrates Gesamt-N Gesamt-N 
Gespmt-N: . . 6... 2. 17,20 100,0 100 
Amino-N frei. . .... 1,75 10,2 0.5—2 
Amino-N gebunden. . . 4,69 27,3 ee 
Harnstoff-N ...... 8,73 50,8 80—95 
Harnséure-N...... 0,09 0,5 1—2 
Kreatinin-N ...... 1,68 9,7 3—5 
Sonstiger N ...... 0,26 1,5 
(Differenz auf 100) 
Amino-N frei 1:27 w 1:2,3 
Amino-N geb. 








handen sind, waren mit den iiblichen Fallungsreagenzien und durch 
Dialyse nicht nachweisbar; sie werden zwar von der Aktivkohle ad- 
sorbiert, sind aber — wie auch Modellversuche mit verdiinnten Eiweib- 
losungen zeigten — nicht wieder eluierbar. 

Die Auftrennung des Harnkonzentrates erfolgte durch Gegenstrom- 
verteilung mit einer 80stufigen Glasapparatur nach der Methode der 
einphasigen Entnahme. Da die Verteilungskoeffizienten der ninhydrin- 
positiven Substanzen in den bekannten und von uns durchgetesteten 
Lésungsmittelsystemen sehr niedrig sind und die Trennfaktoren sehr 
nahe bei | liegen, war eine saubere Trennung in Peptidgruppen oder gar 
einzelne Peptide nur bei Durchfiihrung mehrerer tausend Verteilungs- 
schritte zu erwarten. Im System n-Butanol/0,75-m. waBr. Loésung von 
/-naphthalinsulfonsaurem Natrium fanden wir hingegen eine Lésungs- 
mittelkombination, welche bereits nach 110 Verteilungsschritten eine 
gute Abtrennung der Aminosiuren und Peptide (AP-Fraktion) von 
der im wesentlichen auf Harnstoff und Kreatinin entfallenden Haupt- 
stickstoffmenge (N-Fraktion) ergab (Abb. 1). 

Die Zusammensetzung der beim Einengen der AP- und N-Fraktion 
(siehe Abb. 1) auf je 10 ml erhaltenen Konzentrate — das relativ schwer 
lésliche Naphthalinsalz schied sich dabei fast quantitativ ab — gibt die 
Tab. 3 wieder. 

12 EK. Abderhalden u. A. Fodor, Fermentforschung 2, 74, 151 [1919]. 


13 Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. d. physiol. u. pathol.-chem. Ana- 
lyse, Springer-Verlag, Heidelberg 1953, 10. Aufl., Bd. V, S. 183. 
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Abb. 1. Verteilungskurven des Harnkonzentrates im System 
n-Butanol/0,75-m. waBr. Lésung von f-naphthalinsulfonsaurem Natrium: 
siehe auch Beschreibung der Versuche, Abschnitt 2a. 
— Gesamt-N; ------- ninhydrinpositive Substanzen; .... . Harnfarbstoffe. 


Tab. 3. Aufgliederung des Stickstoffs in der AP-Fraktion und in der N-Fraktion. 
























na- 











AP-Konzentrat N-Konzentrat 

Stickstoff 10 mi ji 10 mi au 
des % des 

nia Gesamt-N mg Gesamt-N 

Gesamt-N. . 340,7 100,0 1194,0 100,0 
Amino-N frei 50,0 14,7 109,5 9,2 
Amino-N gebunden 219,7 64,5 213,7 17,9 
Harnstoff-N. . 27,0 7,9 768,3 64,3 
Harnsaure-N 6,6 1,9 0,4 < 0,1 
Kreatinin-N . BASE 34,8 10,2 98,0 8,2 
Sonstiger NN... . 2,5 0,8 4,1 0,4 








In der AP-Fraktion betrug der Gehalt an Amino-Stickstoff 80% 
vom Gesamtstickstoff, wovon mehr als 4/; auf peptidgebundenen 
Amino-N entfielen. Die somit in dieser Fraktion stark angereicherten 
Aminoséuren und einzelnen Peptide wurden durch Kombination von 
Papierchromatographie in verschiedenen Lésungsmitteln und durch 
Hochspannungspapierelektrophorese isoliert. 

Zunichst trennten wir im mikropraparativen Mafstab einige 
Milliliter des AP-Konzentrates in einer Serie von eindimensionalen 
Chromatogrammen mit strichférmiger Substanzauftragung im Partridge- 
Gemisch in einzelne Zonen auf, die an Hand von mit Ninhydrin ange- 
firbten Leitstreifen eluiert wurden. Die Loésungen engte man dann ein 
und unterwarf sie der Streifenchromatographie in Phenol. 

Abb. 2 zeigt z.B. die Trennung der Zone II in weitere Unter- 
fraktionen. Da diese in den weitaus meisten Fallen durch gegenseitige 
Beeinflussung der Ry-Werte, Salzeffekte und besonders die gefiirchtete 
Schwanzbildung vornehmlich der lingerkettigen Peptide noch keine 
einheitlichen Substanzen enthielten — es wurden stets mit Ninhydrin 











H. Hanson und §. Fittkau, Bd. 313 (195s) 


—— Front 





Roe sg 














Aleung sung Ts I, ; 1, 


Abb. 2. Auftrennung der Abb. 3. Weitere Auftrennung der Unterfraktion IT, 
Zone II in Phenol/Wasser bis II, in sek. Butanol/Ameisensaéure/Wasser 
(80: 20). (75: 15: 10). 


angefarbte Parallelchromatogramme angesetzt —, konnte die end- 
giltige Reindarstellung eines Fleckes meist erst durch nochmalige 
chromatographische Auftrennung im System sek. Butanol/Ameisen- 


siiure/Wasser (siehe Abb. 3) oder durch Hochspannungselektrophorese 





Abb. 4. Hochspannungselektropherogramm der N-Fraktion. 


erreicht werden. Mit ihr wurden auch die papierchromatographisch 
isolierten Peptide auf ihre Einheitlichkeit gepriift, und weiter gelang 
es, papierchromatographisch nicht auftrennbare Gemische, wie die N- 
Fraktion, in mehrere ninhydrinpositive Banden zu zerlegen (s, Abb. 4). 

Die in den letzten Unterfraktionen enthaltenen einheitlichen 
Peptide wurden in zweidimensionalen Chromatogrammen vor und 
nach Totalhydrolyse mit Salzsiiure durch ihre Ry-Werte und Amino- 
siurezusammensetzung charakterisiert, wobei von dem Peptid und 
seinem Hydrolysat stets Mengen mit etwa gleichem Stickstoffgehalt 
aufgetragen wurden. Die Identifizierung der Aminosauren erfolgte in 
einfachen Fallen durch Vergleich mit der Lage von Testaminosauren, 
ansonsten durch zweidimensionale Mischchromatogramme. 

Wie eingehende Nachpriifungen ergaben, war eine mégliche Ver- 
falschung unserer Ergebnisse von seiten der N-haltigen und ninhydrin- 
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positiven Verunreinigungen des Chromatographiepapieres selbst bei 
wiederholter Anwendung der Ausschneide- und Elutionstechnik nicht 
zu erwarten, da in der fiir die Identifizierung der isolierten Peptid- 
fraktionen im zweidimensionalen Chromatogramm aufgetragenen Sub- 
stanzmenge zusatzlich das Eluat von nur etwa 0,3 qdm Papier enthalten 
war und die dieser Flache entsprechenden Verunreinigungen weit unter- 
halb der Nachweisgrenze mit Ninhydrin lagen. 


Beschreibung der Versuche 


1. Darstellung des Harnkonzentrates 


Je 11 frischer, eiweiBfreier und vom Bodensatz abfiltrierter Sammelharn* 
wurde mit 40 g Aktivkohle (Carbo activ. pulv., Feinchemie-Eisenach) versetzt und 
diese nach 3stdg. Stehenlassen unter gelegentlichem Umriihren ohne nachzu- 
waschen abgesaugt. Man schlammte die Kohle mit 50 ml frisch bereitetem H,S- 
Wasser auf und lieB das Ganze nach Zugabe von 150 m/ reinem Aceton 1 Stde. stehen. 
Es wurde wieder abgesaugt, einmal mit 50 ml Aceton/H,S-Wasser (1:1) nachge- 
waschen und das Filtrat nochmals durch ein doppeltes Faltenfilter klar filtriert. 
Das gelbe Aktivkohle-Eluat engte man im Vak. auf dem Wasserbad bei einer 
maximalen Destillationstemperatur von + 30° dis zur Sirupkonsistenz ein, wobei 
zwischendurch ausgefallenes anorganisches Material — im wesentlichen Phos- 
phate — abgetrennt wurde. Die Harnkonzentrate wurden im Kiihlschrank bei 0° 
unter Toluol aufbewahrt. Ein Ansatz von 83 Litern Harn ergab auf diese Weise 
als Harnkonzentrat 400 g eines dunkelbraunroten, zahfliissigen Sirups mit 82% 
Trockensubstanz (bestimmt im Hochvak. bei 10-? Torr und 75°). 

Die Reinheitskontrolle der verwendeten Aktivkohle fiihrte man im Blind- 
versuch durch. 40 g nach obigem Schema aufgearbeitete Kohle ergaben nach Ein- 
engen des Eluates auf 5 ml bei einer Auftragung von 25 ul im Chromatogramm mit 
Ninhydrin keine sichtbare Farbung. 


2. Gegenstromverteilung 


a) Aufstellung der Verteilungskurven: Es wurde mit einer 80stufigen 
halbautomatisch betriebenen Craig-Apparatur mit je 10 m/ Fassungsvermégen fiir 
die stationére Phase gearbeitet. Verteilungssystem: 1,75-proz. waBrige Na-f-naph- 
thalinsulfonat-Lésung/n-Butanol; Volumenfaktor V = 1,3; Einsatz: 10g Harn- 
konzentrat mit 1,72 g Gesamtstickstoff, gelést in Unterphase auf 40 ml in den 
ersten 4 Réhrchen r = 0 bis r = 3; Zahl der Verteilungsschritte n = 110. 

Am Ende der Verteilung wurden die entsprechenden Ober- und Unterphasen 
vereinigt, auf etwa ?/, ihres Volumens eingeengt und durch Auffiillen mit Aceton 
auf 20 m/ zur Phasenmischung gebracht. Die Auswertung auf den Gesamt-N er- 
folgte durch Mikro-Kjeldahlbestimmung. Die Verteilungskurve der ninhydrin- 
positiven Substanzen ergab sich durch photometrische Messung von Tiipfelproben. 
Je 50 wl der einzelnen Lésungen trug man in Form eines runden Fleckes auf Chro- 
matographiepapier auf und entwickelte quantitativ mit Ninhydrin. Die quadratisch 
ausgeschnittenen Flecke wurden mit 5 ml Cu-Methanol-Lésung (siehe Abschn. 4b) 
1 Stde. eluiert und die Extinktion der Lésungen im Pulfrich-Photometer mit UV- 
Licht und Filter S 50 gegen den entsprechenden Papierleerwert bestimmt. Die 
Werte der graphischen Darstellung in Abb. 1 sind auf 5 cm Kiivettenschichtdicke 
und eine Auftragung von 25 ul umgerechnet. Die Verteilungskurve der Harnfarb- 
stoffe wurde aus den im Photometer mit UV-Licht und Filter S 43 unter Verwen- 





* Zur Aufarbeitung kamen normale Mannerharne der orthopadischen Klinik. 
Nach Angabe der Klinik wurden nur Harne von Patienten gesammelt, die frei von 
Stoffwechselanomalien sowie Infektions- bzw. sonstigen inneren Krankheiten waren. 
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dung von | bis 5 cm-Kiivetten nach Umrechnung auf 1 cm Schichtdicke direkt 
ermittelten Extinktionswerten der Originallésungen aufgestellt. 

b) Praparative Auftrennung des Harnkonzentrates: 100g Harn- 
konzentrat wurden mit Einzeldurchsitzen von je 10 g wie oben beschrieben ver- 
teilt. Wir arbeiteten nach der Methode der einphasigen Entnahme mit einer Bat- 
terie von 35 Verteilungselementen und unterteilten in folgende 4 Hauptfraktionen:; 


1. AP-Fraktion: 2 von r 0 bis r= 14 
2. N-Fraktion: Y von r = 15 bis r = 34 
3. F-Fraktion: 2 von s 0 bis s = 19 
4. X-Fraktion: Y von s = 20 bis s = 74 
Die AP- und N-Fraktion engte man im Vak. auf 100 ml ein, wobei das 
zwischendurch ausgeschiedene f-naphthalinsulfonsaure Na abgetrennt wurde. Aus 
der F- und X-Fraktion resultierten als Riickstand 6,5 bzw. 7 g eines dunkelbraun- 
roten Oles mit nur Spuren ninhydrinpositiver Verbindungen. Die X-Fraktion war 
durch den Gehalt an Kreatinin und Indolderivaten gekennzeichnet, wahrend die 
F-Fraktion die lipoidléslichen Harnfarbstoffe enthielt. 


3. Analysenmethoden 


a) Bestimmung des freien Aminostickstoffs nach van Slyke", und 
zwar im Harn nach Entfernung des Harnstoffs mit Urease, im Konzentrat und 
den Verteilungsfraktionen unmittelbar. Der gebundene Amino-N ergab sich aus 
der Differenz zwischen dem nach Totalhydrolyse ermittelten gesamten Amino-N 
und dem freien Amino-N. Hierzu wurden die Proben mit 10-n.HCl 24 Stdn. unter 
RiickfluB hydrolysiert. 

b) Die Bestimmung des Harnstoffs erfolgte nach der Urease-Methode von 
Conway”, 

ce) Die-Harnsaéure wurde nach Folin als Silbersalz gefallt und kolori- 
metrisch mit Wolframsaiure an Hand einer Kichkurve bestimmt?®. 

d) Die kolorimetrische Bestimmung des Kreatinins erfolgte mit der 
Prikrinsiuremethode nach Lieb und Zacher1". 


4. Papierchromatographie 


Aufsteigende Methode mit Chromatographiepapier Schleicher & Schiill 2043b. 
Die Laufzeit betrug bei einer Laufstrecke von konstant 25 em 13—15 Stdn. 


a) Lésungsmittelsysteme: 
A. n-Butanol/Eisessig/Wasser 40:10:50 (Partridge-Gemisch) ; 
B. sek. Butanol/85-proz. Ameisensiure/Wasser 75:15:10; 
C. Phenol (redest.)/Wasser 80:20. 


b) Anfarbung der Chromatogramme: Zum Nachweis von Aminosauren 
und Peptiden wurden die trockenen Chromatogramme mit Ninhydrin (0,5-proz. 
Lésung in Aceton) bespriiht, kleinere Streifen auch durch das Reagenz durch- 
gezogen und 30 Min. bei 80° im Trockenschrank in wassergesaittigter Atmosphare 
entwickelt. Stabilisierung der Ninhydrinfarbe durch nachtragliches Anspriihen 
mit dem Cu-Reagenz (1 ml gesatt. Cu(NO,).-Lésung + 0,05 ml konz. HNO, + 
20 ml dest. Wasser + Aceton ad 100 ml). 

Cu-Methanol-Lésung zur quantitativen Auswertung: 125 mg CuSO, - 5H,0 
wurden in 100 mi dest. Wasser gelést und mit Methanol auf 1 1 aufgefiillt. 

Die Anfarbung der lufttrockenen Chromatogramme mit Isatin nach Bar- 
rollier u. a.18 erfolgte zum speziellen Nachweis von Prolin sowie Peptiden, die 


14 PD. D. van Slyke in Abderhaldens Handb. d. biolog. Arbeitsmeth., Abt. I, 
Teil 7, S. 264; Urban & Schwarzenberg, Berlin u. Wien 1923. 

15 K. J. Conway, Biochem. J. 27, 430 [1933]; E. J. Conway u. E. O’Malley, 
Biochem. J. 86, 655 [1942]. 

16 Q. Folin, J. biol. Chemistry 101, 111 [1933]. 

17 H. Lieb u. M. K. Zacherl, diese Z. 228, 169 [1934]. 

18 J. Barrollier, J. Heilman u. E. Watzke, diese Z. 304, 21 [1956]. 
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Prolin N-endstandig enthielten*. Als weitere Farbemethode wurde die nach Rein- 
del und Hoppe” mit Benzidin nach vorangegangener Chlorierung der Chromato- 
gramme angewandt. 

Zum Nachweis von Kreatinin spriihte man die 30 Min. bei 100° nach- 
getrockneten Chromatogramme mit 2-n.NaOH und gesattigter Pikrinsdurelésung 
an, wobei sich das Kreatinin als ziegelroter Fleck mit einem Ry-Wert von 0,33 
(in System B) zeigte. Papierchromatographischer Nachweis reduzierender 
Zucker nach Partridge?®. 

c) Mikropraparative Papierchromatographie: 40 mi des 1:5 ver- 
diinnten AP-Konzentrates wurden elektrolytisch nach Gordon?! entsalzt und die 
Losung auf 15 ml gebracht. Die primaire Auftrennung erfolgte auf Streifen- 
chromatogrammen 30x50 cm in System A, wobei 0,6 bis 0,7 ml der Substanz- 
losung langs der iiber den ganzen Bogen gezogenen Startlinie von 45 cm Lange 
gleichmaBig aufgetragen wurden. Nach dem Entwickeln und Trocknen markierte 
man leicht die im UV-Licht aufleuchtenden Banden und farbte einen aus der 
Mitte der Chromatogramme herausgeschnittenen 2,5 cm breiten Leitstreifen mit 
Ninhydrin an. Damit war die Lage der 5 Hauptpeptidzonen gegeben, nach denen 
die Bogen quer zur Laufrichtung in Streifen zerschnitten wurden. Das Aus- 
waschen der Substanzen geschah in Anlehnung an die Methode von Decker” in 
der Weise, daB die zwischen zwei leicht schrag gestellten Glasplatten liegenden 
24 cm langen Streifen auf der einen Seite in einen Trog mit dest. Wasser tauchten, 
wahrend sie mit dem anderen Ende etwa 1 cm aus den Platten herausragten. Die 
seitlichen Rander der unteren Glasplatte waren mit einem aufgeschnittenen Gummi- 
schlauch iiberzogen, so daB mit Auflegen der Deckglasscheibe zwischen den beiden 
Platten eine etwa 3 mm hohe feuchtigkeitsgesattigte Kammer entstand. In 24 Stdn. 
wurde so die Substanz durch das im Papier laufend aufsteigende Wasser quantitativ 
zum Rand hin ausgewaschen und dort konzentriert. AnschlieBend schnitt man die 
Randstreifchen ab und eluierte sie zweimal je 1 Stde. mit wenigen mi dest. Wasser. 
Die vereinigten Eluate wurden filtriert, im Vak. auf dem Wasserbad weitgehend 
eingeengt und auf ein bestimmtes Volumen in Wasser gelést, das pro 10 Streifchen 
etwa 1 bis 1,5 ml betrug, wenn die so erhaltenen Lésungen papierchromatographisch 
oder -elektrophoretisch weiter aufgetrennt werden sollten. 

Zur Charakterisierung der in den letzten Unterfraktionen erhaltenen einheit- 
lichen Peptide und Aminosauren eluierte man 2 Streifchen der betreffenden Frak- 
tion in 2 ml Wasser, wovon je 0,5 ml dieser Lésung vor und nach Hydrolyse zu 
zweidimensionalen Chromatogrammen, erforderlichenfaJls unter Zusatz von 
Testaminosauren, in den Systemen B und C angesetzt wurden. 

Hydrolyse: 0,5 ml Eluat wurden nach Einengen zur Trockne mit 0,5 ml 
10-n.HCl im zugeschmolzenen Glasréhrchen 72 Stdn. bei 105° hydrolysiert. Da- 
nach dampfte man die Salzsaure restlos ab, nahm den Riickstand in 0,1 m/ Wasser 
auf und trug alles im zweidimensionalen Chromatogramm auf. Die Identifizierung 
der einzelnen Aminosiaureflecke erfolgte aus ihrer Lage im Vergleich mit einer 
unter gleichen Bedingungen gewonnenen Fleckenkarte bekannter Aminosauren 
und durch parallel dazu angesetzte Mischchromatogramme des Hydrolysates mit 
einzelnen Aminosduren. 


5. Hochspannungspapierelektrophorese 


Die Versuche fiihrten wir mit dem Gerit von Werner und Westphal” 
durch und arbeiteten bei einer Streifenlange von 60cm mit einem Spannungs- 


* Nach einer persénl. Mitteilung von Prof. Fromageot, Paris. 

19 F, Reindel u. W. Hoppe, Chem. Ber. 87, 1103 [1954]. 

20 §. M. Partridge, Nature [London] 164, 443 [1949]. 

21 A. H. Gordon, Angew. Chem. 61, 367 [1949]. 

22 P. Decker, Naturwissenschaften 38, 287 [1951]. 

23 G. Werner u. O. Westphal, Angew. Chem. 67, 251 [1955]; Herrn Prof. 
Dr. O. Westphal sind wir fiir die Uberlassung einer Elektrophoresekammer zu 
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gefalle von etwa 58 V/cm bei einem Stromflu8 von 1,8 mA/cm. Acetatpufier, 
pu 1,9: 150 ml Eisessig +- 50 mi 85-proz. Ameisensiure + dest. Wasser ad 1000 inl. 
Versuchsdauer 60 Min. 

Im mikropraparativen Mafstab wurden 1,2 m/ unverd. N-Konzentrat uf 
12 Pherogrammen aufgetrennt (Startbreite 14cm) und die Lage der ninhydrin- 
positive Substanzen enthaltenden Zonen durch Anfarbung von mehreren parailel 
dazu angesetzten Pherogrammen unter Zuhilfenahme der UV-Markierung ermit- 
telt. Ihre Elution und weitere Verarbeitung erfolgte in der oben beschriebenen Art. 


Ergebnisse 


Die folgende Ubersicht veranschaulicht den Aufbereitungs- und 
Trennungsgang des Normalharns, der in einem Teil der Unterfraktionen 
zu chromatographisch einheitlichen, ninhydrinpositiven Substanzen 
von Peptidcharakter fiihrte (Abb. 5). 

Bei der Behandlung des Harnes mit Aktivkohle geht die Haupt- 
menge der Aminosauren und Peptide in das Kohleeluat und damit in das 
Harnkonzentrat iiber, waihrend das Filtrat der Aktivkohle nur noch 
Spuren ninhydrinpositiver Stoffe enthalt. Die Aminosaéurekonjugate 
Hippurséure und Phenylacetyl-glutamin, die sich nach Boulanger 
und Biserte in der sogenannten ,,transleucinen‘‘ Zone (Ry-Wert = 0,7) 
finden, waren bei uns in den Fraktionen AP-IV und AP-V enthalten. 
Von den aus der AP-Fraktion auf papierchromatographischem und 
papierelektrophoretischem Wege gewonnenen letzten Unterfraktionen 
sind in dem Schema nur diejenigen aufgefiihrt, die reine Pepide ent- 
hielten. Eine weitere Anzahl von Fraktionen umfaBte Aminosauren 
sowie ninhydrinpositive Substanzen, deren Konzentration zu gering 
war, um weiter aufgetrennt und sicher identifiziert werden zu k6nnen. 
Hinzu kommt, da8B die Ninhydrinreaktion besonders der langerkettigen 
Peptide mitunter sehr schwach ist und diese somit leicht tibersehen 
werden k6énnen. In diesen Fallen fiihrte auch die unter anderem ver- 
suchte Anfaérbung mit Benzidin nach vorangegangener Chlorierung der 
Chromatogramme zu keinem besseren Erfolg. 

Als ein Beispiel fiir die Reihe der aus der AP-Fraktion isolierten 
reinen Peptide zeigen die folgenden Abb. 6 und 7 das in der Unter- 
fraktion AP-II,, enthaltene chromatographisch und elektrophoretisch 
einheitliche Peptid, welches in seinen Ry-Werten (0,35 [B] und 0,92 [C]) 
mit Prolin weitgehend iibereinstimmte und auch wie dieses mit Ninhy- 
drin zunachst unter Ausbildung eines gelben Fleckes reagierte, der sich 
jedoch in einigen Stunden nach Rotviolett zu verfarbte. 

Es zeigt im Chromatogramm deutlich die fiir langerkettige Peptide 
charakteristische Schleppenbildung und lieferte nach Hydrolyse folgende 
Aminosaéuren: Asparaginsaure (2), Glutaminsaure (3), Glycin (5), Alanin 
(7), Valin (10), Prolin (13), Hydroxyprolin (14) und Arginin, wobei der 
Anteil der letzteren drei Aminosiuren besonders hoch war. Prolin liegt 
wahrscheinlich N-endstiandig vor, denn mit Isatin wurde das Peptid tief- 
blau angefarbt. 
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sek. Butanol/Ameisensaure/Wasser —=— 

















Phenol /Wasser —=— 
Abb. 6 und 7. Chromatogramme der Fraktion AP-II,, vor und nach Hydrolyse; 
angefarbt mit Ninhydrin. 

AuBer den sechzehn aus der eigentlichen Aminosiure-Peptid. 
Fraktion isolierten Peptiden waren in der N-Fraktion noch mindestens 
sechs weitere, durch Kombination von Hochspannungselektrophorese 
und Papierchromatographie auftrennbare Peptide enthalten, von denen 
bisher lediglich eines in seiner Aminosiurezusammensetzung eindeutig 
charakterisiert werden konnte. In der Fleckenkarte der Abb. 8 sind die 
siebzehn papierchromatographisch und hochspannungselektropho- 
retisch reinen Peptide, die von uns bisher im normalen menschlichen 
Harn erfaBt. wurden, an Hand ihrer Ry-Werte eingetragen. 
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Abb. 8. Fleckenkarte der aus normalem menschlichem Harn isolierten Peptide. 
Ihre Bezeichnung erfolgte nach den Fraktionen, in denen sie aufgefunden wurden. 


Uber ihre Aminosaéurezusammensetzung gibt die Tab. 4 Auskunft. 
Die meisten der Peptide setzen sich aus fiinf bis acht Aminosiéuren 
zusammen, lediglich je ein ,,Dipeptid‘’ und ,,Tripeptid‘‘ wurden auf- 
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gefunden. Asparaginsiure, Glutaminsiure, Glycin und Alanin waren 
in der Mehrzahl der Peptide enthalten, und ebenfalls recht haufig fanden 
sich Lysin und Valin. Weitere Aminosiuren, die am Aufbau der Harn. 
peptide beteiligt waren, sind Serin, Threonin, Tyrosin, Leucin, Phe. 
nylalanin, Prolin, Hydroxyprolin, Cystin und in zwei Fallen (AP-III,, 
und AP-III,,) auch die «-Amino-n-buttersiure. In einigen Hydrolysaten 
konnten einzelne, mitunter sehr schwache Flecke nicht identifiziert 
werden. y-Amino-buttersiure und §-Amino-isobutterséiure wurden in den 
analysierten Peptiden nicht festgestellt. 


Diskussion 


Aus den mitgeteilten Befunden ist zu schlieBen, daB im Harn ge. 
sunder Menschen Peptide ausgeschieden werden, die sich nach Zahl und 
Art der sie zusammensetzenden Aminosiuren deutlich voneinander 
unterscheiden und auch aus mehr als vier Aminoséuren aufgebaut sind, 
Es ist zu betonen, daB die siebzehn analysierten Harnpeptide, die sich 
aus zwei bis zehn verschiedenen, eindeutig identifizierten Aminosauren 
zusammensetzen, keineswegs die Gesamtzah] der vorhandenen Peptide 
darstellen, da nicht aus allen durch Gegenstromverteilung, Papier- 
chromatographie und Hochspannungselektrophorese gewonnenen Frak- 
tionen einheitliche Peptide erhalten werden konnten. Allerdings lassen 
sich auf Grund des benutzten Sammelurins noch keine Aussagen dariiber 
machen, ob jedes im Sammelharn festgestellte Peptid auch im Harn 
jeder einzelnen Versuchsperson auftritt, d. h. inwieweit man von einem 
individuellen Peptidspektrum des Harns mit Konstanz oder Variabilitat 
nach Art und Menge der Peptide sprechen kann. Untersuchungen zu 
diesem wichtigen Problem sind im Gange. Es ist zu vermuten, daB je nach 
Einwirkung bestimmter exogener und endogener Faktoren die im Harn 
eliminierten Peptide starken Anderungen hinsichtlich ihrer Zusammen- 
setzung und Ausscheidungsmenge unterworfen sein werden. So ist z. B. 
nach Verbrennungen eine erhebliche Vermehrung der Peptidausscheidung 
festgestellt worden, allerdings ohne Auftrennung in einzelne Peptide*. 

Auch die naheliegende Frage nach der Herkunft der Harnpeptide 
kann noch nicht beantwortet werden. Entstammen sie dem allgemeinen 
Proteinstoffwechsel der Organe und Gewebe des K6rpers und erfahren 
sie im Harn durch die Nierentiitigkeit eine Konzentrierung ? Oder ver- 
danken sie ihr Vorkommen im Urin der Wirkung der erheblichen prote- 
olytischen Fahigkeiten der Niere selbst ? Jedenfalls, so kann geschlossen 
werden, fallt im Stoffwechsel Peptidmaterial an, das fir weitere Ver- 
wertung unbrauchbar ist oder ihr durch Ausscheidung zu schnell ent- 
zogen wird. Dabei scheinen, wie erste orientierende Versuche am iiber- 
lebenden Meerschweinchendarm mit dem konzentrierten Kohleeluat 
des Harnes sowie der AP- und N-Fraktion vor und nach Hydrolyse 





*4 B. Balikov, R.A. Castello u. E.R. Lozano, Surg. Res. Unit Brooke 
Army, Med. Center, Fort Sam Houston, Texas, Res. Report 4/55. 
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ergaben, physiologisch bzw. pharmakologisch hochwirksame Peptide 
eliminiert zu werden. 

Ob und inwieweit die von uns nachgewiesenen Peptide an Lipoide 
bzw. an Kohklenhydrate gebunden sind, wie es Bode, Becker und 
Bohle* fir einige von ihnen beschriebene Beispiele angeben, lieB sich im 
Rahmen unserer Versuche nicht eindeutig feststellen. Doch sprechen 
die niedrigen Verteilungskoeffizienten bei der Gegenstromverteilung 
und das Fehlen reduzierender Monosaccharide im Hydrolysat des Harn- 
konzentrates dagegen. 

Das Vorkommen von «-Amino-n-buttersiure im Hydrolysat von 
zwei Harnpeptiden (III,, und III,,) méchten wir auf das Vorhandensein 
dieser Aminoséure im Peptidverband zuriickfiihren und nicht auf ihre 
sekundire Bildung aus Threonin bei der Hydrolyse, was auf Grund 
der Untersuchungen von Heyns und Walter” bei saurer Hydrolyse 
von Proteinen an sich méglich ware. Im Hydrolysat des Peptids III;, 
]a8t sich titberhaupt kein Threonin, wohl aber «-Amino-n-buttersaéure 
nachweisen, wahrend die in gleicher Weise hergestellten und unter- 
suchten Hydrolysate der Peptide III,, und III,, eindeutig Threonin, 
aber keine «-Amino-n-butterséure erkennen lassen, was zu erwarten 
gewesen wire, wenn unter den von uns gewahlten Bedingungen Threonin 
merklich in «-Amino-buttersiure iibergefiihrt worden wire. In diesem 
Zusammenhang sei auf die kiirzlich gemachte Beobachtung hingewiesen, 
daB die aus Augenlinsen isolierte ,,ophthalmic‘‘-Saiure als y-Glutamy]l- 
«-amino-n-butyryl-glycin identifiziert wurde’. 


Zusammenfassung 

Durch Anwendung der Kohleadsorption, der Gegenstromverteilung 
des eingeengten Kohleeluates, der Papierchromatographie und Papier- 
elektrophorese konnten eine Anreicherung und Auftrennung von 
Peptiden aus 83 / normalem Urin durchgefiihrt werden. Siebzehn Pep- 
tide, die aus zwei bis zehn identifizierten Aminoséiuren zusammen- 
gesetzt. waren, wurden isoliert und analysiert, ohne dai damit die Ge- 
samtzahl der im Anreicherungsgemisch enthaltenen Peptide erfaBt ist. 


Summary 

A separation and enrichment of peptides from 83 / of normal urine 
can be carried out by means of charcoal absorption, countercurrent 
distribution of the resultant concentrated charcoal eluates, paper- 
chromatography, and paper electrophoresis. Seventeen peptides, which 
were composed of from two to ten identified amino acids, were isolated 
and analyzed. By this method, however, the total number of peptides 
contained in the enriched mixture was not isolated. 


25 ¥. Bode, G. Becker u. E. Boéhle, Naturwissenschaften 40, 274 [1953]. 

26 K. Heyns u. W. Walter, diese Z. 294, 111 [1953]. 

27 §. G. sine: Biochem. J. 64, 715 [1956]; 68, 37P [1958]; Yale J. Biol. 
Med. 28, 525 [1956]. 
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Untersuchungen iiber den Testosteronstoffwechsel 
bei Ratten, I* 


Von 
Wolfgang Staib und Robert Riienauver** 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Medizinischen Akademie, Diisseldorf 
Direktor: Prof. Dr. K. Hinsberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Mai 1958) 


Herrn Professor Dr. K. Felix zum 70. Geburtstag gewidmet 


Bei den Untersuchungen iiber die Testosteronumwandlung mit 
Schnitten und Homogenaten aus Leber- und Nierengewebe ist fest- 
gestellt worden, daB am Testosteronstoffwechsel wenigstens zwei Fer- 
mentsysteme beteiligt sind!-5, 


Bei der Testosteronumwandlung scheint zunachst die sehr schnell verlaufende 
fermentative Oxydation der 176-Hydroxy-Gruppe zur I7-Ketogruppe zu erfolgen®, 
Das fiir diesen Vorgang verantwortliche Ferment konnte aus Ochsenleber gewonnen, 
angereichert und teilweise charakterisiert werden’. Es wandelt unter Mithilfe von 
Diphosphopyridinnucleotid (DPN) als Cofaktor Testosteron zu A4‘-Androstendion- 
(3.17) um und konnte hauptsachlich in der Leber, aber auch in geringen Mengen in 
der Niere nachgewiesen werden’, 

Ein zweites Fermentsystem, das durch Natriumcitrat aktiviert wird und 
ebenfalls DPN-abhangig ist, greift am Ring A des Steroidmolekiils an, indem es die 
A‘-3-Keto-Verbindung vorwiegend zum gesattigten 3a-Hydroxy-Derivat reduziert®. 
Dieses Fermentsystem wurde beim Warmbliiter in der Leber vorgefunden; beim 
Hund waren zusatzlich auch geringe Mengen in der Niere nachweisbar®. 

Die gebildete 17-Keto-Gruppe kann sekundar wahrscheinlich wieder durch 
das mit Citronenséure aktivierbare Ferment zur 17f$-Hydroxy-Gruppe reduziert 
werden”, Weitere Umwandlungen, méglicherweise iiber Strukturveranderungen 
des Steroidmolekiils, sind unseres Wissens noch nicht aufgeklart®. ; 

Bei Umsetzung von Testosteron verliuft die Bildung von 17-Ketosteroiden 
(17-KS) bei verschiedenen Saugetierspezies recht unterschiedlich?; dies beruht 
wahrscheinlich auf verschiedenen Fermentaktivitaten in der Leber der Tiere. 








* Mit Unterstiitzung des Kultusministeriums von Nordrhein-Westfalen. 
** Dissertat., Medizin. Akademie, Diisseldorf 1958. 

1 L. T. Samuels, Recent Progr. Hormone Res. 4, 65 [1949]. 

2 L. T. Samuels, Ciba Found. Coll. Endocrinol. 2, 236 [1952]. 

3 L. T. Samuels u. C. D. West, Vitamins and Hormones 10, 251 [1952]. 

4 L. T. Samuels, A Symposium on Steroid Hormones §. 241; Madison, Wisc. 
(1950). 

5 Hj. Staudinger u. G. Stoeck in Flaschentrager-Lehnartz, Physio- 
logische Chemie, II/1b, 8. 869, Springer-Verlag, Heidelberg 1954. 

6 B. H. Levedahl u. L. T. Samuels, J. biol. Chemistry 186, 857 [1950]. 

7M. L. Sweat, L. T. Samuels u. R. Lumry, J. biol. Chemistry 185, 75 
[1950]. 

8 C. D. West u. L. T. Samuels, J. biol. Chemistry 190, 827 [1951]. 

® M. L. Sweat u. L. T. Samuels, J. biol. Chemistry 178, 433 [1948]; 175, 1 
[1948]. 

10 J. J. Schneider u. W. L. Mason, J. biol. Chemistry 172, 771 [1948]; 
175, 231 [1948]. 
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Die Frage, ob noch andere Organe auBer Leber und Niere am Testosteronstoff- 
wechsel beteiligt sind, 148t sich noch nicht eindeutig beantworten. Nach den In- 
kubationsversuchen von Samuels und West*® mit verschiedenen Organgeweben 
(Kaninchenuterus, Mause-Mammatumoren und andere) findet selbst in den fiir 
Testosteron typischen Erfolgsorganen wie Samenblase und Prostata der Ratte keine 
Umwandlung des Testosterons statt. Dagegen fanden Wotiz und Mitarbeiter4-1% 
in verschiedenen Organen (z. B. Prostataschnitte) und im Serum des Menschen eine 
Oxyda:ion von Testosteron zu 4*-Androstendion-(3.17) und West" folgerte aus 
seinen Versuchen an hepatektomierten und nephrektomierten Tieren, daB eine 
Testosteronumwandlung noch in anderen Organen, auBer in Leber und Niere, statt- 
finden miiBte. 

In der vorliegenden Arbeit beschreiben wir Versuche iiber den 
Testosteronstoffwechsel in verschiedenen Organen der Ratte (Leber, 
Milz, Gehirn und Serum) in Anwesenheit von DPN und Na-Citrat und 
wir versuchten die dabei entstandenen 17-KS zu identifizieren bzw. 
niher zu charakterisieren. 


Methoden 


Zur Entnahme der Organe wurden mannliche Ratten (etwa 200 g) in 
Athernarkose getétet und entblutet. Die Organe wurden dann rasch herausprapa- 
riert, gewogen und mit einem Rasierklingenblock (8—10 Rasierklingen im Abstand 
von je 0,5 bis 1,0 mm) zerkleinert. 

Die Ansatze entsprachen der Vorschrift vonSamuels!5: 0,7—1,3 g zerkleiner- 
tes Organgewebe wurde in 0,04-m. Phosphat-Puffer, py 7,4, suspendiert, 0,02 mMol 
Na-Citrat, 0,8 mMol Nicotinséureamid, 0,01 mMol DPN (DPN, 75, Boehringer) 
und 200 y Testosteron (Schering), gelést in 0,1 ml Athanol zugegeben. Die Ansiatze 
hatten ein Endvolumen von 20 ml und wurden in 50-ml-Erlenmeyer-Flaschen bei 
freiem Zutritt der AuBenluft zum Flascheninnern 3 Stdn. lang bei 38,0° geschiittelt. 
Die Kontrollansétze wurden in gleicher Weise angesetzt, jedoch unmittelbar vor 
der Zugabe von DPN und Testosteron 10 Min. im kochenden Wasserbad unter 
Riickflu8 erwarmt und anschlieBend inkubiert. 

Versuche mit Ratten-Serum: In Athernarkose wurde den Versuchstieren 
die Arteria subclavia durchschnitten und das ausstrémende Blut von mehreren 
Tieren in ein Zentrifugenglas pipettiert. Nach sofortigem Zentrifugieren wurde pro 
Ansatz 1,0 ml Serum in 0,04-m. Phosphat-Puffer, py 7,4, gelést und 0,02 mMol Na- 
Citrat, 0,8 mMol Nicotinséureamid, 0,01 mMol DPN und 200 y Testosteron, gelést 
in 0,1 ml Athanol zugegeben. Das Endvolumen der Ansatze betrug 20 ml und die 
Inkubation erfolgte 21 Stdn. in einem Warburg-Apparat bei 38,0° unter freiem 
Luftzutritt zum Flascheninnern. Kontrollansitze wurden wie oben vorbehandelt. 


Die Aufarbeitung der Ansitze entsprach den Angaben von Samuels?®. 
Zur Saulenchromatographie wurde Aluminiumoxyd (standardisiert nach Brock- 
mann, Firma Merck) verwendet. Um méglichst alle ketonischen Stoffwechselpro- 
dukte des Testosterons zu erfassen, wurden die siulenchromatographisch gewonnene 
Fraktion C (75 ml 25% Chloroform in Pentan) und die Fraktion D (50 ml Chloro- 
form) vereinigt weiterverarbeitet. 


Der chromatographisch angereicherte, zwischen 70-proz. Athanol und Pentan 
verteilte und mit Chloroform wieder extrahierte Extrakt wurde im Vak. zur Trockne 


11H. H. Wotiz u. H. M. Lemon, J. biol. Chemistry 206, 525 [1954]. 

122 H. H. Wotiz, H. M. Lemon u. A. Voulgaropoulos, J. biol. Chemistry 
209, 437 [1954]. 

13H. H. Wotiz, R. Richterich-van Baerle u. H. M. Lemon, J. biol. 
Chemistry 218, 969 [1955]. 
144 C, D. West, Endocrinology 49, 467 [1951]. 
18 L. T. Samuels, J. biol. Chemistry 168, 471 [1947]. 
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gebracht, der Riickstand in 5,0 ml absol. Methanol gelést und mit aliquoten Teilen 
folgende Bestimmungen durchgefiihrt: 

a) A4-3-Keto-Gruppierung: Die Messung wurde bei 240 my in einem 
Zeiss-Spektrophotometer in Quarz-Kiivetten mit 20 mm Schichtdicke in absol, 
Methanol (optisch rein) durchgefiihrt. Eichkurve: Testosteron. Doppelbestim- 
mungen. 

*) Die 17-KS-Bestimmung erfolgte nach Zimmermann!?® in der Modi- 
fikation nach Callow?’. Farbkorrektur nach Allen!’. Es wurde bei 440, 520 und 
600 mu gemessen. Glaskiivetten mit 20 mm Schichtdicke, Eichkurve: A‘-Andro. 
stendion-(3.17). Doppelbestimmungen. 

c) Die Papierchromatographie erfolgte nach Savard!® in Propylen- 
glykol/Ligroin auf Whatman Nr. 1- oder Schleicher & Schiill-Papier 2043 b, 24 Stdn, 
absteigend. Testosteron bzw. Stoffwechselprodukte mit einer A‘-3-Keto-Gruppie- 
rung wurden nach der Entwicklung mittels UV-Kontaktphotographie und die 17- 
KS mit m-Dinitrobenzol-Lésung lokalisiert. 

m-Dinitrobenzol-Lésung: 

7,0 g KOH in 5,0 ml Wasser gelist, mit Athanol auf 50 ml aufgefiillt. 

1,0 g m-Dinitrobenzol (Merck) in 50,0 m/l Athanol gelést. 

Beide Lésungen werden vor Gebrauch 1:1 gemischt. 


Als Vergleichssubstanzen dienten Testosteron, 4*-Androstendion-(3.17) (Schering), 
Androsteron (Schering) und Atiocholanolon (Schering). 


Untersuchung der gebildeten 17-Ketosteroide 


Ansatz und Aufarbeitung zur Charakterisierung der gebildeten 17-KS ist dem 
folgenden Schema zu entnehmen: 


10 Ansatze in 200-ml-Erlenmeyer-Flaschen: 3,5—4,0 g zerkleinertes Rattenleber- 
gewebe in 100 ml 0,04-m. Phosphat-Puffer, py 7,4, suspendiert. Zugabe von 
0,1 mMol Na-Citrat, 4 mMol Nicotinsiureamid, 0,075 mMol DPN (Boehringer) und 
1,0 mg Testosteron, gelést in 0,2 ml Athanol 

1 
Inkubation: 3 Stdn. unter freiem Zutritt der AuBenluft bei 38,0° geschiittelt 

{ 
Kiwei8-Denaturierung: 20 Min. im kochenden Wasserbad unter Riickflu8 
erhitzt, mit Eiswasser gekiihlt und quantitativ in 250-ml-Zentrifugenglaser iiber- 
gespiilt 
Atherextraktion: Jeder Ansatz wurde 4mal mit 30 ml Ather 2 Min. lang mecha- 
nisch geriihrt und abzentrifugiert 


v 
WaBrige Phasen der 10 Ansatze vereinigt, mit doppeltem 


— Vol. Aceton p. a. versetzt, 20 Stdn. bei Zimmertemperatur 
ontuuh « mechanisch geriihrt und filtriert (G-3-Fritte). Riickstand 3 mal 
‘ mit je 100 m/ heiBem Aceton gewaschen; Riickstand verworfen 
und Aceton-Wasser-Phase unter N, im Vak. eingeengt. 
| 1 
| WaBrige Phase 4mal mit je 4—5fachem Vol. Ather extra- 
| hiert; waBr. Phase verworfen 


J 


vy 


16 W. Zimmermann, diese Z. 288, 257 [1935]. 

17 W. H. Callow, R. K. Callow u. C. W. Emmens, Biochem. J. $2, 1312 
[1938]. 
18 W. M. Allen, J. clin. Endocrinol. 10, 71 [1950]. 
19 K. Savard, J. biol. Chemistry 202, 457 [1953]. 
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| 


Atherextrakte vereinigt und im Vak. zur Trockene gedampft. Riickstand in 
100 ml 70-proz. Athanol gelést und 3mal mit je 20 ml Ligroin ausgeschiittelt ; 
Ligroin mit gleichem Vol. 70-proz. Athanol reextrahiert und Ligroin verworfen; 
Athanolextrakte vereinigt, mit 100 m/ Wasser versetzt und erschépfend mit Chloro- 
form (frisch destilliert) extrahiert 

Chloroformextrakte mit Na,SO, getrocknet und im Vak. unter N, (Bad 40°) 
eingedampft 

Girard-T-Umsetzung nach Pincus und Pearlman*® 





Nicht-ketonische Fraktion 
verworfen 


Ketonische Fraktion 
ge. Text 


Die ketonische Fraktion wurde in 10 ml Benzol gelést und an Al,0, mittels Gradien- 
ten-Elution chromatographiert. Wir verwendeten hierzu eine von uns”! etwas modi- 
fizierte Gradienten-Elutions-Apparatur nach Lakshmanan und Lieberman™. 
Dabei erhielten wir eine 17-KS-positive Fraktion (etwa 1,0 mg Dehydroisoandro- 
steron-Aquivalente). Die Eluatportionen, die zu dieser Fraktion gehérten, wurden 
vereinigt und papierchromatographisch analysiert. 


Ergebnisse 


Inkubation mit Leber, Gehirn, Milz und Serum 
Leberversuche: Jede Versuchsreihe setzte sich aus einem Kon- 
troll- und 2—3 Hauptversuchen zusammen. In allen Kontrollversuchen 
konnte nur die Ausgangssubstanz, das Testosteron, papierchromato- 
graphisch nachgewiesen werden. Die wiedergefundene Testosteronmenge 
schwankte zwischen 96,0 und 106% der eingesetzten Menge (s. Tabelle). 


Testosteronumsatz durch Leber, Milz, Gehirn und Serum. 
Jeder Ansatz enthielt 200 y Testosteron. 
























Gewebe- - | _ Wieder- 17-KS-Bildung 
— menge in g F sensreoae y/Ansatz/3 Stdn. 
Feucht- , (als A4-Andro- 
Versuche : in y/Ansatz/ : : 
gewicht 3 Stdn stendion-(3.17) 
an Kontrolle 5 0,8—1,1 202,2 + 10,7 — 
Versuch 13 0,64—1,26 | 26,3+12 96,9 + 11,7 
Milz Kontrolle 1 0,4 175,0 _ 
Versuch 3 0,4—0,9 | 178,0 +12 - 
Gehirn Kontrolle 1 1,9 177,5 - 
Versuch 3 1,6—1,8 172,0 +6 — 
iswide Kontrolle 1 1,0 ml 176,0 — 
Versuch 3 1,0 ml 176,0 +5,3 — 





20 G. Pincus u. W, H. Pearlman, Endocrinology 29, 413 [1941]. 

















21 W. Staib u. W. Schild, Klin. Wschr. 36, 166 [1958]. 
2 T. K. Lakshmananu.S. Lieberman, Arch. Biochem. Biophysics 58, 258 
[1954]. 
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Die 17-KS-Bestimmung erbrachte keinen Anhalt dafiir, daB wahrend 
der 3stdg. Inkubationszeit eine Testosteronumwandlung stattgefunden 
hat. Es konnten keine 17-KS nachgewiesen werden. 

Wie aus der Tabelle hervorgeht, konnten 26,3+12y des einge- 
setzten Testosterons (200 y) nach 3stdg. Inkubation von zerklei- 
nertem Lebergewebe zuriickisoliert werden (papierchromatographisch 
identifiziert und im UV quantitativ gemessen). Das bedeutet einen 
Umsatz von 145—190,4 y Testosteron/g Leber in 3 Stdn. An 17-K§ 
wurden nach der gleichen Zeit 96,9--11,7 y/Ansatz bestimmt. Die 
wiedergefundene Testosteronmenge plus den gebildeten 17-KS ergab 
50—75% der eingesetzten Steroidmenge. Vergleicht man bei den ein- 
zelnen Experimenten die von 1,0 g Leber in 3 Stdn. gebildete 17-KS. 
Menge mit der in gleicher Zeit umgesetzten Testosteronmenge, so stellt 
man fest, daB 52—67% des umgesetzten Testosterons zu 17-KS um. 
gewandelt worden sind. 

Eine eindeutige Identifizierung einzelner 17-KS-Metaboliten war 
in den kleinen Ansitzen nicht mdglich, da die restliche Extraktmenge 
zu gering war. 

Milz- und Gehirnversuche: Unter den gleichen Bedingungen 
(wie Leberversuche) wurde zerkleinertes Milz- und Gehirngewebe 
untersucht. Bei diesen Versuchen konnte bei beiden Organgeweben 
83—95% der eingesetzten Testosteronmenge wiedergefunden werden 
(vgl. Tabelle). Papierchromatographisch wurde nur Testosteron nach- 
gewiesen. 

Serumversuche: Im Gegensatz zu den obigen Versuchen mit 
Organgeweben war die Inkubationszeit bei den Serumexperimenten von 
3 auf 21 Stdn. festgelegt worden, da nach den Angaben von Wotiz und 
Mitarbeitern!* beim menschlichen Serum das Maximum des Testosteron- 
abbaues zu A4-Androstendion-(3.17) etwa bei 20 Stdn. lag. Wir konnten 
jedoch bei unseren Versuchen keine Umwandlung feststellen. 85—90%, 
der Ausgangsmenge lieBen sich nach Beendigung der Inkubationszeit 
zurickgewinnen. Weder mit der 17-KS-Bestimmung noch mittels 
Papierchromatographie konnte auBer Testosteron ein anderes Zimmer- 
mann-positives Material nachgewiesen werden (vgl. Tabelle). 


Identifizierung bzw. Charakterisierung 
der gebildeten 17-Ketosteroide 


Nachdem wir bei den Leberversuchen in Anwesenheit von DPN 
und Na-Citrat eine Abnahme des Testosterons und eine 17-KS-Bildung 
nachweisen konnten, lag die Frage nahe, welche 17-KS hierbei ent- 
standen sind. Dazu wurde in einem gréferen Ansatz versucht, die 
Reaktionsprodukte papierchromatographisch zu identifizieren bzw. 
naher zu charakterisieren. Um bei diesem Versuch méglichst physiolo- 
gische Bedingungen einzuhalten, wurden entsprechend den Angaben 
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yon Samuels”? und der Forderung von Ofner*, kleine Mengen Testo- 
stron mit gréBeren Gewebemengen inkubiert und aufgearbeitet. Von 
den eingesetzten 10,0 mg Testosteron fanden wir nach 3stdg. Inku- 
bation bei der siulenchromatographischen Vorreinigung nur eine 17-KS- 
positive Fraktion (etwa 1,0 mg). Diese Substanz verhielt sich papier- 
chromatographisch (Propylenglykol-Ligroin) wie Atiocholanolon und 
trennte sich im Mischchromatogramm nicht von reinem Atiocholanolon 
(Schering) ab. Sie farbte sich mit Zimmermann-Reagenz blaulich-violett 
und absorbierte nicht im UV. Es kénnte sich aber eventuell auch um 
Androstanol-(17 6)-on-(3) handeln (vgl. Diskussion). Eine eindeutigere 
Identifizierung ware mittels Infrarotanalysen méglich, wozu aber die 
gefundene Menge nicht ausreichte. Auf dem Papierchromatogramm 
wurden noch zwei weitere schwach Zimmermann-positive Zonen fest- 
gestellt, die sich in ihren Wanderungsgeschwindigkeiten schneller als 
Atiocholanolon verhielten. Sie wurden nicht identifiziert (vielleicht 
handelt es sich um 3.17-Dione). Testosteron wurde nicht mehr gefunden. 
Somit bleibt die Frage nach dem Verbleib der restlichen 9,0 mg Testo- 
steron-Metaboliten offen. 
Diskussion 


Vor einigen Jahren wurde schon auf die Fahigkeit der Leber, 
Testosteron umzusetzen, hingewiesen?® und Sweat und Samuels® 
erkannten die Bedeutung von DPN und Citrat bei diesem Vorgang. Wie 
aus der Tabelle hervorgeht, konnten auch wir eine Testosteronumwand- 
lung durch zerkleinertes Lebergewebe in Anwesenheit von DPN und 
Citrat nachweisen und die Befunde von Samuels bestatigen. 

Im Zusammenhang mit Testosteron-Injektionen an hepatekto- 
mierten und nephrektomierten Tieren vermutete West! noch in 
anderen Organen auBer Leber und Niere einen Abbau. Bei gesunden 
Menschen und Tieren wurde ein rasches Verschwinden des injizierten 
Testosterons aus der Blutbahn beobachtet. Dagegen war das Verschwin- 
den des Testosterons aus der Blutbahn bei nephrektomierten und hepa- 
tektomierten Tieren und bei Menschen mit Lebercirrhose*® nur etwas 
verlangsamt. 

Wie Samuels und West? stellten jedoch auch wir keine Testo- 
steronumwandlung durch andere Organgewebe fest. Dagegen berichteten 
andere Autoren, da Gehirngewebe in geringem Mae Corticosteroide 
abzubauen vermag®. 

Entgegen den in-vitro-Versuchen von Wotiz und Mitarbeitern?3, 
die im menschlichen Serum eine langsame Umsetzung von Testosteron 
zu A*-Androstendion-(3.17) beobachteten, konnten wir auch im Serum 


2 L. T. Samuels, C. McCaulay u. D. M. Sellers, J. biol. Chemistry 168, 
477 [1947]. 

24 P. Ofner, Biochem. J. 61, 287 [1955]. 

25 G. R. Biskind u. J. Mark, Bull. Johns Hopkins Hosp. 65, 212 [1939]. 

26 C. D. West, T. H. Tyler, H. Brown u. L. T. Samuels, J. clin. Endo- 


crinol. 11, 897 [1951]. 
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der Ratte keine entsprechende Aktivitat feststellen. Selbst nach 21stdg, 
Inkubation fanden wir chromatographisch keine 17-KS-Metaboliten. 

Beim Testosteronabbau kénnen durch Reduktion der A4-3-Keto. 
Gruppierung theoretisch 4 gesiittigte Umwandlungsprodukte entstehen, 
die auch im Harn und bei Bebriitungsversuchen verschiedenster Art iso. 
liert und identifiziert werden konnten: Androstanol- -(3«)-on-(17) (Andro. 
steron), Androstanol-(38)-on-(17) (Isoandrosteron), Atiocholanol-(3«)-on. 
(17) (Atiocholanolon) und Atiocholanol-(38)-on-(17). Da vorwiegend die 
3«-Konfiguration gebildet wird, ist unter bestimmten Versuchsbedin. 
gungen die Entstehung von Androsteron bzw. Atiocholanolon zu er- 
warten. 

Clark und Kochakian?®’ demonstrierten als erste eine Wirkung 
von Lebergewebe auf Testosteron im in-vitro-Versuch. Nach Inkubation 
von Kaninchen-Leberschnitten mit Testosteron unter aeroben Bedin. 
gungen (ohne Zugabe von DPN und Na-Citrat) isolierten sie 4*-Andro. 
stendion-(3.17) und eine kleine Menge 17x-Testosteron. Gaben sie da. 
gegen A*-Androstendion-(3.17) zum Inkubationsmedium, dann erhielten 
sie Testosteron und wenig 17-x«-Testosteron, aber kein Androsteron oder 
Atiocholanolon?8. Nach Bebriitung von Hiihnerleber mit Testosteron 
fanden Samuels und Mitarbeiter! Atiocholanol-(3x)-on-(17) und 
Atiocholanol-(3f)-on- (17). 

Wir fanden in einem gréBeren Ansatz nach der Inkubation von 
Lebergew ebe mit Testosteron bei Anwesenheit von DPN und Na-Citrat 
ein 17-Ketosteroid, das sich papierchromatographisch wie Atiocholano- 
lon verhielt. 

Rubin und Dorfman*® konnten kiirzlich in Versuchen mit Leber- 
homogenaten von weiblichen Ratten nach Zugabe von DPN das friher 
diskutierte Zwischenprodukt Androstanol-(17/)-on-(3)®® nachweisen. 
In diesem Falle stellt also der erste Schritt des Testosteronabbaues unter 
DPN eine Hydrierung der Doppelbindung im Ring A von Testosteron 
dar. Diese Substanz wandert nach den Angaben von Rubin wie unser 
Produkt papierchromatographisch (Propylenglykol/Ligroin) langsamer 
als Androsteron. Da das von Rubin isolierte Produkt vielleicht die 
gleiche Wanderungsgeschwindigkeit wie Atiocholanolon haben kénnte, 
mu8 die Bildung von Androstanol-(17/)-on-(3) auch in unseren Ver. 
suchen in Erwagung gezogen werden. Leider stand uns keine Rein- J 
substanz zur Verfiigung, um diese als Vergleichsteroid im Chromato- 
gramm mitlaufen zu lassen. 

Ofner™ weist auf die Méglichkeit hin, daB neben A4-Androsten- 
dion- (3.17) héher oxygenierte 17-KS (11- bzw. 16-oxygenierte 17-KS) 

~ 27 LC. Clark, jr. u.C.D. Kochakian, Endocrinology 85, 222 [1944]; J. biol. 
Chemistry 170, 23 [1947]. 

28 L. C. Clark, jr., C. D. Kochakian u. J. Lobotsky, J. biol. Chemistry 
171, 493 [1947]. 

29 L. B. Rubin u. R. I. Dorfman, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 91, 585 [1956]. 

30 R. I. Dorfman u. F. Ungar, Metabolism of Steroid Hormones, Burgess 
Publishing Co., Minneapolis 1953. 
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yahrend der Inkubation von zerkleinertem Rattenlebergewebe mit 
Testosteron und DPN entstehen kénnten. Wir haben aber keine héher 
oxygenierten 17-KS gefunden. Ein Teil der fehlenden Testosteron- 
Metaboliten wird wahrscheinlich in der nicht ketonischen Fraktion, die 
wir nicht untersucht haben, zu finden sein, da das bei Ratten reichlich 
yorhandene durch Citronensaure aktivierbare Fermentsystem die beim 
Testosteronabbau zuerst gebildete 17-Ketogruppe sekundar wieder zur 
178-Hydroxy-Gruppe reduzieren kann. Danach wiirden gesiattigte 3.17- 
Diole entstehen. Ein weiterer Teil kénnte unter eingreifenderen Struk- 
turveranderungen (z.B. tiber 16-Oxygenierung) zu noch unbekannten 
Abbauprodukten umgewandelt worden sein. 


Zusammenfassung 


Bei Inkubation von zerkleinertem Rattenlebergewebe mit Testo- 
steron, DPN und Na-Citrat konnte ein Umsatz von 145,0—190,4 y 
Testosteron/g Leber und eine 17-KS-Bildung von 96,9+-11,7y/Ansatz 
bei einer Ausgangsmenge von 200 y Testosteron festgestellt werden. Es 
wurde eine 17-KS-positive Substanz, die sich papierchromatographisch 
wie Atiocholanolon verhielt, nachgewiesen. In Milz- und Gehirngewebe 
sowie im Serum der Ratte wurde kein Testosteronabbau festgestellt. 


Summary 


Incubation of a mixture of finely-chopped rat liver tissue, testo- 
sterone, DPN and Na-citrate resulted in the degradation of testosterone 
and the formation of 17-ketosteroids. Experiments using 200 y testo- 
sterone indicated that 145,0—190,4 y testosterone per gram of liver 
is degraded and 96,9 + 11,7 y 17-ketosteroid per experiment is formed. 

A 17-ketosteroid-positive substance which behaves paperchromato- 
graphically similarly to etiocholanolone was also detected in these 
experiments. 

In analogous experiments using spleen and brain tissue as well as 
serum of rats, no degradation of testosterone was dedected. 
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Quantitative Bestimmung von Aminosduren 
aus 
hochspannungs-elektrophoretisch getrennten Gemischen 
durch automatische Extinktionsschreibung 
(zugleich ein Beitrag zur Zusammensetzung von Thymus-Histon) 
Von 
Klaus Réwe, Ernst Ferber und Herbert Fischer 


Aus der I. Medizin. Universititsklinik Frankfurt a. M. 
Direktor Prof. Dr. F. Hoff 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Mai 1958) 


Herrn Prof. Dr. K. Felix zum 70. Geburtstag gewidmet 


Die nachfolgend beschriebenen Versuche wurden mit dem Ziele 
begonnen, eine einfache Methode auszuarbeiten, um Unterschiede in der 
Aminosaurenzusammensetzung von Histonen aus verschiedenen Ge- 
weben feststellen zu kénnen. Es war nicht geplant, komplette Baustein- 
analysen zu liefern, sondern vielmehr, die relativen Unterschiede im 
Gehalt einiger wichtiger Aminosiuren rasch und zuverlassig zu erfassen. 

Fir die so limitierte Zielsetzung bietet die Hochspannungselektro. 
phorese auf Filterpapier mit anschlieBender automatischer Auswertung 
der gefirbten Streifen Vorteile, die — zwar wiederholt vorgeschlagen! — 
unseres Wissens bisher fiir die quantitative Analyse von Proteinhydroly- 
saten noch nicht ausgenutzt wurden. 


Methoden 
Hochspannungselektrophorese 


Alle Trennungen wurden mit dem Pherographen Modell ,,Frankfurt‘‘ nach 
Wieland und Pfleiderer? durchgefiihrt *. Verwendet wurde Schleicher- & Schiill- 
Papier, 2043 a mgl, 35x40 cm. Als fliichtiges Puffergemisch diente bei 


pu 2: Ameisensiure/Eisessig/Wasser 1:3:16; 60 V/cm; 60 Min. Laufzeit; 
pu 6: Pyridin/Eisessig/Wasser 10:1:89; 40 V/em; 90—100 Min. Laufzeit. 


Zur Technik der Hochspannungselektrophorese verweisen wir auf die grund- 
legenden Arbeiten von Michl, Westphal sowie Wieland und Pfleiderer?’. 


1 L.S. Fosdick u. R.Q. Blackwell, Science [New York] 109, 314 [1949]; 
W. Grassmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 333 [1951]; 
F. Turba, Chromatograph. Methoden in der Protein-Chemie, Springer-Verlag, 
Heidelberg 1954, S. 96. 

2 Th. Wieland u. G. Pfleiderer, Angew. Chem. 67, 257 [1955]. 

* Das Gerait wird von der Firma Hormuth & Vetter, Heidelberg und 
Wiesloch, serienmaBig hergestellt. 
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Aminoséuren und Gemische 

0,05-m. Lésungen in »/100-HCl von papierchromatographisch auf Reinheit 
gepriiften Aminosauren der Firmen E. Merck u. Hoffmann-La Roche dienten 
als Stammldésungen. Durch Mischen bzw. Verdiinnen wurden Testgemische in 
yerschiedenen Konzentrationen hergestellt. Mit Vorteil haben wir hierzu aus- 
gezogene Pipetten mit standardisierter TropfengréBe verwendet. 

Fir die Elektrophorese wurden stets genau 10 ul des jeweiligen Gemisches 
auf eine 3 cm lange Startlinie aufgebracht. Das gleichmaBige Auftragen erfordert 
etwas Ubung, ist jedoch unerlaBlich, wenn die Streifen spater durch Extinktions- 
schreibung ausgewertet werden sollen. Am einfachsten gelingt es mit einer der in 
der Klinik gebrauchlichen ,,Sahli-Pipetten‘’ (20 ul), die man bei 10 wl unterteilt. 


Farbnachweise 

Ninhydrin: Die quantitative Auswertung der Aminosaiuren mit Ninhydrin 
auf Filterpapier ist nur méglich, wenn véllig identische Bedingungen bei jeder 
Anfarbung eingehalten werden. Wir gehen so vor: 

Nach Beendigung der Hochspannungstrennung werden die feuchten Papier- 
bogen zunichst 20 Min. in einem Filmtrockenschrank mit Entliiftung bei etwa 37° 
getrocknet, um die fliichtigen Puffer zu entfernen. Die Bogen werden dann, wenn 
kein Geruch nach Hisessig bzw. Pyridin mehr wahrnehmbar ist, in drei schmilere 
Streifen zerlegt, die einmal kurz durch eine Schale mit Ninhydrinreagenz gezogen 
werden. AnschlieBend werden die feuchten Streifen nochmals 20 Min. im Film- 
trockenschrank gehalten, um schlieBlich gemeinsam genau 10 Min. in einem auf 
75° temperierten Brutschrank aufgehingt zu werden. Der Boden dieses Brut- 
schrankes ist mit mehreren Lagen feuchten Filterpapieres bedeckt, so daB 100-proz. 
Wasserdampfsattigung wahrend der Entwicklungszeit garantiert ist. AnschlieBend 
werden die Streifen beidseitig mit Kupfernitratlbsung nach Wieland und Ka- 
werau‘’ bespriht, wodurch die Farbreaktion stabilisiert und der molare Extink- 
tionskoeffizient der einzelnen Aminoséuren uniformiert wird. (vgl. hierzu auch 1.c.5). 
Die Extinktionsschreibung der Papierstreifen erfolgt 30—90 Min. nach der Ver- 
kupferung. 


Ninhydrinreagenz: 1,0 g Ninhydrin, 10 ml Eisessig, 10 ml Wasser, Aceton ad 200ml. 
Kupferreagenz: 1,0 ml gesatt. Cu(NO,)., 0,05 ml 20-proz. HNO;, 100 ml Aceton. 


Prolinfarbung mit Isatin: Die lufttrockenen Streifen werden 1 Min. in 
einer Schale, die das Reagenz enthalt, hin- und herbewegt und anschlieBend im 
feuchten Trockenschrank bei 75° 15 Min. aufgehingt. Die Extinktion mu8 még- 
jichst sofort geschrieben werden, da die Farbintensitét schon nach 1 Stde. merk- 
jich nachgelassen hat. 


Isatin farbt den Papieruntergrund stark gelb; beim Trocknen der Streifen 
intensiviert sich die Farbung am unteren Streifenende. Da die quantitative Aus- 
wertung des Streifens einen gleichmaBigen Untergrund voraussetzt, mu8 darauf 
geachtet werden, daB Prolin (und die gleichzeitig mit ihm ausgewertete Referenz- 
aminoséure Lysin) weit genug vom unteren Papierrand entfernt sind. 

Isatinreagenz (vor jeder Farbung frisch bereiten): 250 mg Isatin, 200 mg 
Zinkacetat in 1,0 ml Pyridin, 100 ml Aceton. 


Extinktionsschreibung 


Zur Verfiigung stand der Extinktionsschreiber ,, Spinco Analytrol‘‘ der Spinco 
Division, Beckman Instr. Inc. 


3-H. Michl, Mh. Chem. 82, 489 [1951]; G. Werner u. O. Westphal, 
Angew. Chem. 67, 251 [1955]. 

4 Th. Wieland u. E. Kawerau, Nature [London] 168, 77 [1951]. 

5 F. Bode, H. J. Hiibener, H. Briickner u. K. Hoeres, Naturwissen- 
schaften 39, 524 [1952]; F. G. Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 824, 544 [1953]. 
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Unsere Extinktionskurven wurden simtlich mit der Wolframlampe, Cam B.3, 
bei 1 mm Spaltbreite und mit den Blaufiltern Nr. 300—531 (breites Absorptions. 
maximum zwischen 310—340 my) geschrieben. 

Fiir mit Ninhydrin behandelte Streifen wird die Empfindlichkeit des Gerates 
so eingestellt, daB der weiBe Papiergrund den Integrator nicht in Gang setzt (das 
Durchlassigmachen des Streifens ist nicht notwendig). 

Mit Isatin behandelte Streifen miissen mit erhéhter Empfindlichkeit ge. 
schrieben werden; die automatische Integration laBt sich dann weniger gut fiir 
die Auswertung benutzen und wird am besten durch gewéhnliches Planimetrieren 
der Kurven ersetzt. 


Ergebnisse 
Quantitative Bestimmung 
der mit Ninhydrin anfarbbaren Aminosauren 
Die Trennung eines Testgemisches, welches je 5 mMol Lysin, 


Arginin, Alanin, Leucin und Glutaminsiure enthielt, zeigt Abb. 1. In 
Abb. 2 sind die Eichkurven iiber den Bereich 2,5—10 mMol dargestellt, 
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Abb. 1. Trennung eines Testgemisches bei 20 
pu 2. Oben Original-Pherogrammstreifen, Ws 
darunter die vom Extinktionsschreiber auf- Jp 
gezeichnete Kurve. Unten die Zacken des 4 és: 

Integrators als Linienschreibung. — Die Inte- “/ 

gratorwerte (Planimeterwerte) der jeweils 
zWweiseitig ausgewerteten Streifen wurden t 
gemittelt und ergaben, in Abhangigkeit von 29 50 79 10 
der Konzentration aufgetragen, die Eich- mMol —=— 

kurven der Abb. 2. Abb. 2. 


Abb. 2. Eichkurven von bei pp 2 getrennten Aminosauregemischen. 























Zahlreiche Versuche zeigten, da die Planimeterwerte zwar nicht 
absolut reproduzierbar sind, jedoch im Konzentrationsbereich von 
1—5 mMol stets lineares Verhalten zeigen. Fiir die meisten Amino- 
siuren findet man befriedigende Linearitaét sogar bis 10 mMol. Wir 
verzichten hier auf die Wiedergabe der Eichkurven fir die Ninhydrin- 
Kupferkomplexe der verschiedenen Aminosiuren, sondern geben statt 
ihrer, dem Vorgehen von Stein und Moore® folgend, die Farbwerte 
(color yields) der einzelnen Aminosiuren an, bezogen auf den Farbwert 
von Alanin = 1,00: 


oe: Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 211, 893 [1954]. 
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Arg 0,99; Asp 0,75; Glu 0,93; Gly 0,80; His 0,78; Leu 0,98; Lys 1,20; 
Met 0,91; Phe 0,68; Ser 0,87; Thr 0,89; Tyr 0,70; Val 0,94. 

Bei unseren Berechnungen haben wir allerdings nie die auf zwei Stellen aus- 
gerechneten Korrekturfaktoren eingesetzt, sondern uns darauf beschrankt, einige 
wenige, deutlich von der groBen Schar abweichende Aminosauren nach ihrem 
Farbwert zu korrigieren. So haben wir fiir die Berechnung von Lysin einen Farb- 
wert von 1,20 und fir Histidin, Asparaginséure, Phenylalanin und Tyrosin einen 
solchen von 0,70 zugrundegelegt, wahrend alle iibrigen Aminosiuren wie Alanin 
behandelt wurden. 


Quantitative Bestimmung von Prolin 


Von den mit Isatin angefarbten Streifen lassen sich ohne Schwierigkeit 
Kichkurven fiir Prolin (und Hydroxyprolin) aufstellen, die bis 5 mMol 
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Abb. 3. Eichkurven fiir Prolin und Lysin 
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linear verlaufen. Es ist jedoch nicht ohne weiteres méglich, die erhal- 
tenen Planimeterwerte mit denen der iibrigen Aminosauren in Be- 
ziehung zu setzen. Es wurde schon friiher darauf hingewiesen, daB die 
quantitative Analyse durch Extinktionsschreibung nur dann verlaB- 
liche Resultate gibt, wenn man die sicher erkennbare Relation der ge- 
trennten und angefarbten Komponenten als Berechnungsgrundlage ver- 
wertet. 

Fiir die Prolinbestimmung erwies sich als giinstig, daB die tibrigen 
Aminosiuren ebenfalls, wenn auch schwach, mit Isatin reagieren und 
rétlich angefarbt werden. Bei Extinktionsschreibung mit Blaufilter 
kommt diese schwache Rotfairbung stirker zur Geltung als der blaue 
Prolin-Isatin-Komplex, so da es méglich ist, das Verhaltnis Lysin/ 
Prolin zu erfassen. Dies gelingt allerdings nur, wenn man die Empfind- 
lichkeit des Gerates erheblich steigert. Wir haben schon im methodischen 
Teil darauf hingewiesen, daB8 man dann die erhaltenen Kurven am ein- 
fachsten mit einem gewohnlichen Planimeter integriert. 

Abb. 3 zeigt, daB die Relation Lysin/Prolin von 1 bis 5 mMol linear 
verliuft, und in diesem Falle 1:4 betrigt. Es empfiehlt sich, bei jeder 
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gréBeren Serie von Prolinbestimmungen ein Testgemisch mitzubestim- 
men und die damit erhaltene Relation bei den Berechnungen zu beriick. 
sichtigen. 


Beispiele fiir die Analyse von Proteinhydrolysaten 


Um die Brauchbarkeit der Methode zu priifen, wurde Kalbsthymus. 
histon nach Daly und Mirsky’ fraktioniert und die argininreiche und 
lysinreiche Histonfraktion analysiert. 
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Abb. 4. Abb. 5. 


Abb. 4. Argininfraktion. His = 5,79 der ges. Basen; Glu/Asp. = 2,8. 
Abb. 5. Lysinfraktion. His = 1,9% der ges. Basen; Glu/Asp = 2,7. 


Aus Kalbsthymus wurden mit 1-proz. eiskalter Citronenséure die Zellkerne 
isoliert, aus ihnen mit 1-proz. Salzsiure das Gesamthiston extrahiert. Beim Zu- 
satz von Ammoniak oder Natronlauge fallt aus dem Extrakt bei-py 11 die arginin- 
reiche Fraktion aus, wahrend die lysinreiche im Uberstand verbleibt. Jeweils 10 mg 
der acetongetrockneten Fraktionen wurden in verschmolzener Ampulle mit 6-n. 
HCl 20 Stdn. bei 120° hydrolysiert und aliquote Teile fiir die Trennungen bei 
pu 2 bzw. 6 verwendet. 

Die Abb. 4 und 5 zeigen das Ergebnis der Extinktionsschreibung 
nach Trennung bei pg 2 und 6. 

Fir die Berechnung des Prolinwertes wird weiter noch das Verhiilt- 
nis Lysin/Prolin bendtigt, das man durch Auswertung von Isatin- 
gefirbten Streifen erhalt (Abb. 6 und 7). 


7M. M. Daly u. A. E. Mirsky, J. gen. Physiol. 88, 405 [1955]. 








Py 


Zahl 
erklé 












































Bd. 313 (1958) Quantitative Bestimmung von Aminosauren 179 





(1958) 














stim. 

riick. 

: 2 rT 

rMUSs- Abb. 6. Abb. 7. 

> und Abb. 6. Argininfraktion, Isatinfarbung Lys x 4/Pro = 88:49. 


Abb. 7. Lysinfraktion, Isatinfarbung Lys x 4/Pro = 196:59. 


Berechnung der Resultate: An Hand der in den Abb. 4 und 6 gegebenen 
Zahlen soll nun am Beispiel der Arginin-Fraktion die Berechnung der Resultate 
erklart werden: 

Die Haupttrennung bei py 2 148t 9 Fraktionen erkennen, die einzelnen 
Aminosaéuren bzw. Gruppen entsprechen. Die Planimeterwerte der einzelnen 
Fraktionen (deren Summe das Gesamthydrolysat reprasentiert) werden in 
Spalte 1 der Tab. 1 eingetragen. 

Die Hilfstrennung bei px 6 erlaubt, die Verhaltnisse Gesamtbasen/Histidin 
und Glutaminsaiure/Asparaginsiure festzustellen. Dadurch lassen sich die 

— Werte der Spalte 2 erhalten. 

Der abweichende Farbwert von Lysin, Histidin, Phenylalanin und Tyrosin 
wird nun korrigiert, indem man die Planimeterwerte dieser Aminosaiuren 
durch den Farbwert dividiert. Das Resultat wird in Spalte 3 eingetragen. 
Der korrigierte Lysinwert dient zur Berechnung des Prolinwertes, nach der 
mit Hilfe von Abb. 6 gefundenen Relation Lysin/Prolin. 

In Spalte 4 werden die basischen Aminosduren, entsprechend ihrem 
Stickstoffgehalt, auf Mole N umgerechnet. Die Summe aller Aminosaéuren 
bzw. Gruppen entspricht dem vorgelegten N. 

Spalte 5 schlieBlich zeigt den auf 100 Mole N berechneten Stickstoff- 
anteil der einzelnen Aminoséuren bzw. Gruppen. 


Tab. 1. Beispiel fiir Argininfraktion 





























1 2 3 4 5 
Planimeter- | nach py -6- | Korrektur Gesamt- | Mol Amino- 
werte aus Trennung nach Farb- Mole N siure-N pro 
Py-2-Tren-| individ. wert und 100 Mol N 
nung Werte Prolin 
rne 
Zu- BOW. sepurs oie gh 2s cittaise Metheny 31,0 — 26,0 52,0 16,9 
lin- Mirae eM achens. A eget 26,0 22,8 22,8 91,2 29,6 
mg His Set eee 3,2 4,6 13,8 4,5 
bei ar rere 16,5 — 16,5 16,5 5,3 
TE fe ONO pene ee 24,0 — 24,0 24,0 7,8 
Val, Ser, Thr, Leu, Ileu, 
ng MOG 4 6 ew: ew G 56,4 — 56,4 56,4 18,3 
chet Eisele Sie a ie nara Lys/Pro = 88:49 14,5 14,5 4,7 
on Oe Ss s&s Se os 20,5 — 20,5 20,5 6,5 
m © dp+Phe.. .... 11,0 7,3 10,4 10,4 3,4 
— 37 5,3 5,3 1,7 
Met 5 OU hte we ee 2,5 ~= 3,6 3,6 12 
| 3082 | 99,9 


12* 
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Tab. 2. Vergleich verschiedener Analysen von Thymus-Histonfraktionen 
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Von zwei verschiedenen Praparationen (1 und 2) wurden zu ver- 
shiedenen Zeiten und durch verschiedene Untersucher (K.R. u. E.F.) 
Hydrolysate analysiert und berechnet (vgl. Tab. 2). Die gute Uberein- 
simmung der Resultate war fiir uns selbst tiberraschend. Wesentliche 
Unterschiede fanden sich lediglich im Gehalt von Lysin und Arginin 
bei den lysinreichen Fraktionen. Diese Unterschiede beruhen unserer 
Meinung nach auf einem realen Unterschied der Praparate; es ist leicht 
mdglich, daB Praparat 1 noch Spuren der argininreichen Histonfraktion 
enthielt. 

Spalte 3 und 4 bringen die Analysendaten von Daly u. Mirsky’ 
sowie von Crampton, Stein und Moore’. Mirskys Werte sind direkt 
mit den unsrigen vergleichbar, da die Fraktionen nach dem gleichen 
Prinzip dargestellt worden waren (Saéureextraktion von zuvor isolierten 
Jellkernen). Die Praéparate von Crampton et al. dagegen wurden aus 
isoliertem Nulceohiston ohne Saureextraktion dargestellt, so daB man 
die Analysendaten nicht ohne weiteres mit den tibrigen vergleichen 
kann. Dennoch ist die grundsitzliche Ubereinstimmung der mit ver- 
schiedenen Methoden erhaltenen Werte ohne weiteres zu erkennen. 

Im Rahmen dieser methodischen Arbeit wollen wir nicht auf 
Unterschiede im einzelnen eingehen; erwahnt werden soll lediglich, daB 
wir in unseren lysinreichen Fraktionen eindeutig Histidin nachweisen 
konnten, wihrend Daly und Mirsky ebenso wie Crampton, Stein 
und Moore, keines fanden. 

Hauptzweck der Gegeniiberstellung der verschiedenen Ergebnisse 
war es, die Brauchbarkeit der ,,Schnellmethode“‘ zu zeigen. 


Diskussion 


Durch Kombination von Hochspannungselektrophorese auf Filter- 
papier und automatischer Extinktionsschreibung der gefarbten Streifen 
konnten wir eine einfache Methode ausarbeiten, mit deren Hilfe Unter- 
schiede in der Aminosiurezusammensetzung ahnlicher Proteine rasch 
und zuverlassig erfaBt werden. 

Sie erlaubt den Vergleich einer gréBeren Zahl von Proteinhydroly- 
saten in einem Arbeitsgang; z.B. gestattet die von uns verwendete 
Elektrophoreseapparatur, gleichzeitig zwei Papierbogen, also eine Start- 
linie von 70cm Linge, zum Auftrag verschiedener Proben und Test- 
gemische zu verwenden. 

Die Trennung bei py 2 dauert 60 Min.; das Trocknen, Farben und 
die Extinktonsschreibung der Streifen nimmt weitere 2—3 Stdn. in An- 
spruch. Schon die Kurvenbilder dieser Extinktionsschreibung ermég- 
lichen eine recht genaue Aussage dariiber, ob und welche Aminosaiuren 
in den verschiedenen Hydrolysaten unterschiedlich konzentriert sind °. 

° H. Fischer u. K. Rowe, IV. Europ. Kongr. Haimatologie, Kopenh. 1957; 
H. Fischer u. K. Rowe, Kongr. d. Dtsch. Ges. Physiol. Chemie, Basel 1957. 
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Man wird sich dann — je nachdem, in welchem der 9 Gipfelbereiche 
der py-2-Trennung ein Unterschied vorhanden ist — entscheiden miis. 
sen, welchen Weg man zur weiteren Differenzierung wahlen will. Wir 
haben uns, um basische Proteine miteinander vergleichen zu kénnen, 
dazu entschlossen, a) eine Hilfstrennung bei py 6 (zur genauen Erfas. 
sung der Hexonbasen und Dicarbonsiauren) und b) eine Spezialfarbung 
mit Isatin (zur Erfassung von Prolin und evtl. Hydroxyprolin) durch. 
zufiihren. Dieser geringe zusiatzliche Aufwand machte es médglich, 
10 Aminosaduren einzeln und den Rest als Summe zu bestimmen. Wie 
der Vergleich mit den Resultaten vollstandiger Bausteinanalysen zeigte, 
lassen sich die Ergebnisse durchaus miteinander in Beziehung setzen, 

Es gibt selbstverstandlich zahlreiche andere Wege, um die Methode 
der jeweiligen Fragestellung anzupassen, sie zu verbessern oder zu ver. 
feinern. So kénnen weitere spezifische Farbreaktionen fir bestimmte 
Aminosauren usw. angewendet werden; auch sollte es méglich sein, die 
bei py 2 bzw. 6 nicht trennbaren Komponenten mit anderen Puffern 
oder durch Papierchromatographie auseinanderzuziehen. Wir méchten 
hier auf den kiirzlich von K. Dose!® vorgeschlagenen Trennungsgang 
verweisen. 

Theoretisch ist es méglich, mit Hilfe solcher zusatzlicher Methoden 
komplette Bausteinanalysen zu liefern. Wir halten dies allerdings nicht 
fiir sehr sinnvoll, da die Gefahr besteht, daB eine urspriinglich wirklich 
einfache und schnelle Methode in praxi dann schlieBlich doch kompli- 
ziert und zeitraubend wird. Im Endeffekt wird — wegen der Summation 
kleiner Fehler — die Genauigkeit der bewihrten Moore- und Stein- 
Methode doch nicht zu erreichen sein. 

Als den eigentlichen Indikationsbereich unserer Schnellmethode 
sehen wir an: einmal einen raschen Uberblick iiber die Aminosiure- 
zusammensetzung eines Proteins zu geben, zum andern, vergleichend 
Hydrolysate zu analysieren. 


Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 


Zusammenfassung 


1, Durch Hochspannungselektrophorese auf Filterpapier und an- 
schlieBende Ninhydrin-Kupfer- bzw. Isatin-Behandlung ist die quan- 
titative Bestimmung folgender Aminosiuren aus Proteinhydrolysaten 
durch automatische Extinktionsschreibung méglich: Lysin, Arginin, 
Histidin, Glycin, Alanin, Prolin, Glutaminsaiure, Asparaginsiure, 
Phenylalanin und Tyrosin. 

. Die nicht getrennten Aminosiuren kénnen wegen der Ahnlichkeit 
der Extinktionskoeffizienten der Ninhydrin-Kupferkomplexe in An- 
naiherung als Summen erfaBt werden. 


bo 


10 K, Dose, Biochem. Z. 829, 416 [1957]. 
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Vergleiche der Bausteinanalysen — Beispiel Thymushiston — mit 
den Ergebnissen der siulenchromatographischen Methode zeigen gute 
Ubereinstimmung. 


. Die Methode erlaubt, mehrere Proteinhydrolysate innerhalb weniger 


Stunden auf Unterschiede im Gehalt der genannten Aminosiuren 
miteinander zu vergleichen. 


Summary 


. Through high voltage electrophoresis on filter paper followed by treat- 


ment with ninhydrin-copper or isatin it is possible to estimate quanti- 
tatively the following amino acids in protein hydrolysates by auto- 
matically recording their extinctions: Lysine, arginine, histidine, 
glycine, alanine, proline, glutamic acid, aspartic acid, phenylalanine 
and tyrosine. 


. Those amino acids which are not individually separated can be 


estimated as a sum due to the similarities of the molar extinctions 
of their copper-complexes. 


. Analyses of protein hydrolysates — as an example, thymohistone — 


obtained using this procedure were in good agreement with those 
obtained using column chromatography. 


. The method allows comparison of the above-listed amino acid 


content of several protein hydrolysates in less time than was pre- 
viously possible. 
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Enzymatisch-optische Bestimmung von TPNH und TPN 
neben DPNH und DPN* 


Von 
Helmut Holzer, Dieter Busch und Hans Kréger 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Freiburg i. Br. 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Mai 1958) 


Herrn Prof. Dr. K. Felix zum 70. Geburtstag gewidmet 


In einer friiheren Arbeit! haben wir die Bestimmung von DPNH 
und DPN in Zellen und Geweben mit dem enzymatisch-optischen Test 
nach Warburg unter Verwendung von kristallisierter Alkohol-Dehydro. 
genase aus Hefe beschrieben. Da Hefezellen neben der bekannten DPN. 
spezifischen Alkohol-Dehydrogenase auch eine TPN-spezifische Alkohol- 
Dehydrogenase enthalten?, die nur schwierig von der DPN-spezifischen 
Dehydrogenase entfernt werden kann und deshalb in den meisten 
kristallisierten Alkohol-Dehydrogenase-Praparaten des Handels als Ver- 
unreinigung enthalten ist, erfaBt man bei der friiher beschriebenen Be- 
stimmungsmethode fiir DPNH je nach Verunreinigung des Alkohol- 
Dehydrogenase-Praparates mehr oder weniger grobe Mengen von TPNH. 

In der vorliegenden Arbeit beschreiben wir die spezifische Neben- 
einanderbestimmung von DPNH und TPNH mit Hilfe kristal- 
lisierter Enzyme, die in der fiir den Test notwendigen Reinheit leicht 
prapariert werden kénnen bzw. im Handel erhaltlich sind. Grundlage 
des Testes ist die Tatsache, daB «-Glycerophosphat-Dehydrogenase nur 
mit DPN und nicht mit TPN reagiert, wahrend Glutaminsiaure-Dehydro- 
genase mit DPN und TPN wirksam ist. Man bestimmt zuerst DPNH 
mit kristallisierter «-Glycerophosphat-Dehydrogenase aus ‘Kaninchen- 
muskel und einem Triosephosphatgemisch als Substrat und setzt dann 
kristallisierte Glutaminséiure-Dehydrogenase aus Leber und «-Keto- 
glutarat und Ammonium-Ionen als Substrate zu, wodurch TPNH er- 
faBt wird. 

Bei der friiher beschriebenen! Bestimmung von DPN stort die 
Verunreinigung von kristallisierter Hefealkohol-Dehydrogenase mit 
TPN-spezifischem Enzym nicht, da das Verhaltnis der Reaktions- 
geschwindigkeiten mit DPN und TPN sehr zugunsten von DPN liegt 


* Abkiirzungen: ADH = Alkohol-Dehydrogenase; GluDH = Glutaminsaure- 
Dehydrogenase; GDH = a-Glycerophosphat-Dehydrogenase; ZwF = Zwischen- 
ferment; DPN bzw. DPNH = oxydiertes bzw. reduziertes Diphospho-pyridin- 
nucleotid; TPN bzw. TPNH = oxydiertes bzw. reduziertes Triphospho-pyridin- 
nucleotid; a-KGS = Na-a-Ketoglutarat ; TP = Triosephosphat; G-6-P = Glucose- 
6-phosphat. 

1H. Holzer, St. Goldschmidt, W. Lamprecht u. E. Helmreich, diese 
Z. 297, 1 [1954]. 

2M. M. Ciotti u. N.O. Kaplan, Methods in Enzymology 3, 892 [1957]. 
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siehe Tab. 1). Die Bestimmung von TPN kann in bekannter Weise 
nit Zwischenferment und Glucose-6-phosphat erfolgen. , 


Methodik 
Praparate: Von der Firma Boehringer, Mannheim, bezogen wir: GluDH, 


@DH und ADH als Kristallsuspensionen; DPN (reinst), DPNH (Natriumsalz, 
ezymatisch hydriert, etwa 90-proz.). TPN (95-proz.) und TPNH (etwa 90-proz.) 
lieferte uns die Firma Sigma, USA. Triosephosphat-Lésung mit einem Gehalt an 
(,05 Mol/l Dihydroxyacetonphosphat wurde nach der Methode von Meyerhof®, 
qwischenferment nach Horecker? hergestellt. Macerationssaft und kristallisierte 
ADH aus Backerhefe wurden nach der Vorschrift von Racker® gewonnen. 


\rbeitsvorschriften zur Bestimmung von DPNH neben TPNH und 


von DPN neben TPN in Rattenleber 


|, Bestimmung von DPNH und TPNH 


a) Bereitung des Leberextraktes: Von einer 20—30 Sek. nach Tétung 


(durch Nackenschlag) entnommenen Leber wird 1g mit 4 ml heiBer l-n. NaOH 
versetzt und im Potter-Elvehjem homogenisiert. Der Extrakt wird im Kis- 
bad abgekiihlt und dann mit 1-m. KH,PO, auf pq 7,5 eingestellt. Man zen- 
trifugiert den neutralisierten Extrakt 15 Min. bei 30 - 10* Touren (60 - 10° g) 
auf der Ultrazentrifuge (Spinco) und testet den Uberstand méglichst so- 
fort aus. 


b) Test-Ansatz: Gesamtvolumen = 3 ml; d = 1 cm; 7 = 19—23°C 


2,85 ml Extrakt (siehe oben) 

0,03 ml gesattigte Ammoniumsulfatlésung 

0,06 ml TP-Lésung (enthaltend 0,05 Mol/! Dihydroxyacetonphosphat) 

0,02 ml 1-m. a-KGS 

0,02 ml GDH (0,7 mg Protein pro m/) 

0,02 ml GluDH (4 mg Protein pro ml). 

Zunachst wird zum Ansatz GDH gegeben. Nachdem samtliches DPNH 
oxydiert ist, tritt keine Anderung der Extinktion mehr ein; die nun zu- 
gesetzte GluDH bringt das TPNH zur Reaktion. 


2, Bestimmung von DPN und TPN 


So 


a) Bereitung des Leberextraktes: Einer Ratte wird die Leber innerhalb 


von 20—30 Sek. nach Tétung durch Nackenschlag entnommen und 1 g Leber 
mit 4 ml 6-proz. Perchlorsiure im Potter-Elvehjem homogenisiert. Nach 
5 Min. langem Zentrifugieren bei 3 - 10? Touren wird der Uberstand abge- 
gossen und mit 2-n. KOH bis zum px von 7,4 neutralisiert. Man la8t dann 
die Fliissigkeit 20 Min. im Eisbad, zentrifugiert kurz bei 3 - 10° Touren und 
setzt den Uberstand in den Test ein. 

Test-Ansatz: Gesamtvolumen = 3 ml; d = 1 em; 7’ = 19—23°C 

2,64 ml Extrakt (siehe oben) 

0,1 ml absol. Alkohol 

0,03 ml Semicarbazid - HCl (1-m.; neutralisiert mit NaOH) 

0,01 ml ADH (etwa 6 mg Protein pro m/) 

0,1 ml 0,1-m. MgSO, 

0,1 ml 0,01-m. G-6-P 

0,02 ml ZwF (etwa 24 mg Protein pro mi). 

Der Start erfolgt mit ADH. Nachdem keine Extinktionsinderung mehr ein- 
tritt, wird ZwF nachgesetzt. 


3 OQ. Meyerhof, Bull. Soc. Chim. biol. 20, 1033, 1045 [1938]; 21, 965 [1938]. 


4 B. L. Horecker u. P. Z. Smyrniotis, Methods in Enzymology 1, 323 


[1955]. 


> E. Racker, J. biol. Chemistry 184, 313 [1950]. 
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Ergebnisse 


I. Versuche zur Bestimmung von DPNH und TPNH nit 
Alkohol-Dehydrogenase 


In Tab. 1 sind die Aktivitatsquotienten von Enzympriparaten aus 
Backerhefe mit DPNH und TPNH (Substrat: Acetaldehyd) einerseits 
und DPN und TPN (Substrat: Alkohol) andererseits angegeben. Man 


Tab. 1. Quotienten der Aktivitaten von Macerationssaft und ADH aus Backerhefe 
bei der Reduktion von Acetaldehyd mit DPNH bzw. TPNH und bei der Oxydation 
von Alkohol mit DPN bzw. TPN. 


Ansatze zur Bestimmung der Enzymaktivitat mit Acetaldehyd und DPNH 
bzw. TPNH siehe Legende zu Abb. 1. 


Die Bestimmung der Enzymaktivitaét mit Alkohol und DPN bzw. TPN er. 
folgte in Kiivetten der Schichtdicke 0,5 cm im Gesamtvolumen 0,3 ml bei der 
Wellenlange 366 mu. 7’ = 19—23° C. Der Ansatz enthielt 0,02 mi 96-proz. Athanol, 
0,015 ml 1-m. Semicarbazid-HCl, neutralisiert mit NaOH, 100ug DPN bzw. TPN 
und Enzym. Mit 0,2-m. Trishydroxymethylaminomethan-HCl-Puffer (px 8,0) 
wurde auf 0,3 m/l aufgefiillt. : 
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Mn, 
Abb. 1. Oxydation von DPNH und TPNH mit Acetaldehyd an einmal umkristal- 
lisierter ADH (Aufarbeitung nach Racker‘). 
Testansatz: d = 0,5 cm; YV = 0,3 ml; A = 366 mu; 7 = 19—23°C. Die Kiivette 
enthielt 0,01 m/ 1-m. Acetaldehyd (frisch destilliert) in 0,2-m. Triathanolamin- 
Puffer vom px 7,5. Einpipettiert wurden je 0,005 ml TPNH- und DPNH-Lésung 
(Gehalt je 10 mg/ml). Start mit 0,14 mg ADH (siehe Praparate). 
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sieht, daB im rohen Extrakt betrichtliche Aktivitét mit TPNH bzw. 
TPN vorliegt, die nach der Kristallisation des Alkohol-Dehydrogenase- 
Priparates auf etwa 1/3, zuriickgeht. Es handelt sich demnach bei der 
Aktivitaét mit TPN um ein von der DPN-spezifischen Alkohol-Dehydro- 
genase abtrennbares TPN-spezifisches Enzym. Aus Abb. 1 sieht man, 
daB die kristallisierte DPN-spezifische Alkohol-Dehydrogenase immer 
noch so viel TPN-spezifisches Enzym enthalt, daB bei der Bestimmung 
von DPNH neben TPNH nicht nur das DPNH zur Reaktion kommt, 
sondern ein deutliches Weiterreagieren mit TPNH stattfindet. Man kann 
gwar die relativ langsame Reaktion mit TPNH durch Extrapolation 
rechnerisch ausschlieBen, jedoch ist dieses Verfahren der DPNH- 
Bestimmung unbefriedigend — besonders dann, wenn wenig DPNH 
neben viel TPNH bestimmt werden soll. In unseren friiheren Versuchen?® 
haben wir diese Extrapolationsmethode verwendet (allerdings waren wir 
uns damals iiber die Ursache der langsamen Weiterreaktion nach Ab- 
reagieren des DPNH nicht klar). 


Il. Bestimmung von DPNH und TPNH mit «-Glycerophos- 
phat-Dehydrogenase und Glutaminsaure-Dehydrogenase 
Aus dem Versuch der Abb. 2 geht hervor, daB die handelsiibliche 

kristallisierte «-Glycerophosphat-Dehydrogenase aus Kaninchenmuskel 

Dihydroxyacetonphosphat nur mit DPNH reduziert und mit TPNH 

als Wasserstoffdonator wirkungslos ist. Nur so kann man namlich ver- 
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Mn, 
Abb. 2. Selektiv-Bestimmung von DPNH neben TPNH mit GDH und GluDH. 
Testansatz: d = 1em; SV =3,0ml; 4 = 366 mu; T = 19—23°C. Die Kiivette ent- 
hielt in 0,2-m Triathanolamin-Puffer vom px 7,5 0,02 mi 4-m. Ammoniumsulfat, 
200 ug TPNH und 200 wg DPNH. Start I nach Zugabe von 0,05 ml TP mit 0,02 ml 
GDH (enthaltend 0,7 mg Protein pro ml) und Start II nach Zugabe von 0,03 ml 
l-m. Na-x-Ketoglutarat mit 0,02 ml GluDH (enthaltend 4 mg Protein pro ml). 


6 KE. Helmreich, H. Holzer, W. Lamprecht u. St. Goldschmidt, diese 
Z. 297, 113 [1954]. 





188 Helmut Holzer, Dieter Busch u. Hans Kréger, Bd. 313 (1958) 


stehen, daB der nach Zusatz des Enzyms erfolgende rasche Abfall der 
Extinktion 94% des zugesetzten DPNH entspricht (die restlichen 6%, 
der Extinktion des zugesetzten Praparates beruhen auf enzymatisch un. 
wirksamen absorbierenden Begleitsubstanzen) und daB nach diesem 
raschen Extinktionsabfall keine weitere Extinktionsinderung mehr er. 
folgt. Setzt man nun «-Ketoglutarat als Substrat fir Glutaminsiiure. 
Dehydrogenase zu (Ammonium-lonen sind in ausreichender Menge be. 
reits zu Beginn des Versuches in die Reaktionslésung eingesetzt worden) 


so erfolgt nach Zusatz von krist. Glutaminsiure-Dehydrogenase aus 











“po 





Ss 
S 














26 (366m) —— 








— 


Sa] 

















——— 


Tuo | | 
4 8 12 






































Mh, = 
Abb. 3. Bestimmung von DPNH und TPNH im Leberextrakt. 


¢ Mit Acetaldehyd und ADH (Test-Ansatz nach Holzer und Mitarbeiter)}, 
o o MitGDH und GluDH (Test-Ansatz siehe Arbeitsvorschrift in dieser Arbeit), 


Ochsenleber ein weiterer rascher Extinktionsabfall, der 88% der Ex- 
tinktion des zugesetzten TPNH entspricht (auch hier beruhen die rest- 
lichen 12% auf Verunreinigungen durch enzymatisch unwirksame _ ab- 
sorbierende Begleitsubstanzen). Bei einem nicht in die Abbildung ein- 
getragenen Kontrollversuch wurde Glutaminsiure-Dehydrogenase nach 
Zusatz von «-Ketoglutarat ohne vorherigen Einsatz von «-Glycero- 
phosphat-Dehydrogenase dem Reaktionsgemisch von DPNH und TPNH 
zugesetzt. Hierbei ergibt sich ein rascher Extinktionsabfall, der der 
Summe der enzymatisch wirksamen Anteile von DPNH und TPNH 
entspricht. Mit Glutaminsaiure- Dehydrogenase kann demnach die Summe 
DPNH + TPNH bestimmt werden, und wenn man, wie in Abb. 2 wieder- 
gegeben, vorher selektiv DPNH bestimmt, so zeigt die nachtragliche 
Reaktion mit Glutaminsiure-Dehydrogenase das TPNH der zu unter- 
suchenden Probe an. Der Ubersichtlichkeit halber wurden im Versuch 
der Abb. 2 die jeweiligen Substrate (Triosephosphat bzw. «-Ketoglutarat) 
kurz vor Zusatz der Enzyme eingesetzt, wodurch kleine Extinktions- 
ainderungen bewirkt werden, die bei der Berechnung des DPNH und 
TPNH beriicksichtigt werden miissen. Bei routinemaBigen Bestim- 
mungen wird man, wie dies in Abb. 3 wiedergegeben ist, zu der zu 
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analysierenden Probe (hier ein mit Alkali erhaltener Extrakt aus Ratten- 
leber) die fiir beide Enzyme notwendigen Substrate zusetzen und dann 
die Reaktionen durch Zusatz kleiner Mengen der kristallisierten Enzyme 
auslésen. Eine geringe, durch den Proteinzusatz bewirkte Extinktions- 
inderung ermitteln wir durch wiederholten Zusatz der Enzymproteine, 
nachdem die von ihnen katalysierte Reaktion bereits vollstindig ab- 
gelaufen ist. 

In Abb. 3 ist auch eine Bestimmung von DPNH mit der Alkohol- 
Dehydrogenase-Methode eingetragen. Man ersieht aus diesem Versuch, 
daB sich durch Extrapolation der mit Alkohol-Dehydrogenase erhaltenen 
Kurve derselbe Wert fiir DPNH ergibt, wie bei dem Versuch mit «- 
Glycerophosphat-Dehydrogenase. Jedoch liefert die Methode mit «- 
Glycerophosphat - Dehydrogenase und Glutaminsiure - Dehydrogenase 
klarere Ergebnisse fiir den DPNH-Gehalt einer Probe, und insbesondere 
erhalt man in demselben Arbeitsgang den Gehalt der Probe an TPNH. 















Ill. Bestimmung von DPN neben TPN 
Da die DPN-spezifische Alkohol-Dehydrogenase der Hefe, wie in 
den vorhergehenden Abschnitten demonstriert und besprochen, haufig 
mit dem TPN-spezifischen Enzym verunreinigt ist, muBte geprift wer- 
den, ob auch die Bestimmung von DPN mit Alkohol-Dehydrogenase und 
Alkohol bei Anwesenheit von TPN gestért wird. Man ersieht jedoch be- 
reits aus den in Tab. 1 wiedergegebenen Daten, daB der Quotient der 
Aktivitaéten mit Di- und Triphospho-pyridinnucleotid unter unseren Ver- 
suchsbedingungen bei den oxydierten Pyridinnucleotiden etwa 40- bis 
50fach giinstiger fir DPN liegt als bei den reduzierten Pyridinnucleo- 
tiden. Abb. 4 zeigt, daB tatsachlich bei der Analyse eines durch Einwaage 
der Nucleotide hergestellten Gemisches von DPN und TPN mit handels- 
iiblicher, kristallisierter Alkohol-Dehydrogenase allein das DPN erfaBt 
wird. Nach Zusatz von Zwischenferment tritt zusitzlich das TPN in 
Reaktion und kann so bestimmt werden. Glucose-6-phosphat als Substrat 
fir das Zwischenferment kann zusammen mit Alkohol bereits zu Beginn 
der Probe zugefiigt werden, da die nach Racker® gewonnenen Alkohol- 
Dehydrogenase-Praparate praktisch frei von Zwischenferment sind. 

In Abb. 4 ist weiter der Extinktionsverlauf bei einem Versuch ein- 
getragen, bei dem als erstes Zwischenferment zugesetzt wurde. Man er- 
sieht aus dem Kurvenverlauf, daB unser Zwischenferment-Praparat reich- 
liche Mengen an DPN-spezifischer Alkohol-Dehydrogenase enthielt, so 
daB bei diesem Versuch DPN und TPN zur Reaktion gelangen. Man 
wird demnach zweckmaBigerweise bei der Nebeneinanderbestimmung 
von DPN und TPN zuerst mit Alkohol-Dehydrogenase das DPN zur 
Reaktion bringen und dann durch Zusatz von Zwischenferment das 
TPN erfassen. In Abb. 5 ist eine derartige Parallelbestimmung von DPN 
neben TPN in einem Rattenleber-Extrakt wiedergegeben. Nach Zusatz 
von Alkohol-Dehydrogenase zu dem mit Glucose-6-phosphat, Alkohol 
und Semicarbazid versetzten Extrakt, erfolgt eine starke Extinktions- 
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Abb. 4. Bestimmung von DPN neben TPN. é 
Testansatz: d = 1 em; SV = 3,0 ml; A = 366 mu; 7 =-19—23° C. In der Kiivette | 
waren enthalten 0,01 m/ DPN (10 mg/ml); 0,01 m/ TPN (10 mg/ml); 0,1 mi 96. | 
proz. Alkohol; 0,03 mi 1-m. Semicarbazid - HCl; 0,015 ml 2-n. KOH; 0,1 ml 0,01-m, | 
G-6-P; 0,1 ml 0,l-m. MgSO,. Mit 0,2-m. Triaithanolamin-Puffer vom px 7,5 | 
wurde auf 3 ml aufgefiillt. Die Fermente wurden in folgender Reihenfolge zugesetzt: |~ 
o Zuerst 0,02 ml ADH (enthaltend etwa 6 mg Protein pro ml), dann ‘ 
0,02 m/ Zwischenferment (enthaltend etwa 24 mg Protein pro mi). 
«——e Zuerst 0,02 ml Zwischenferment, dann 0,02 ml ADH. 
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| Abb. 5. Bestimmung von DPN und | 
TPN im Leberextrakt. 
Testansatz siehe Arbeitsvorschrift. 
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zunahme, ein weiterer Zusatz von Alkohol-Dehydrogenase zeigt die durch / 


das Protein bedingte Extinktionszunahme, mit der die beim ersten 
Alkohol-Dehydrogenase-Zusatz erzielte Extinktionszunahme korrigiert 





Bd. 313 (1958) Bestimmung von TPNH und TPN neben DPNH und DPN 191 


werden muB, und schlieBlich bewirkt Zusatz von Zwischenferment die 
Hydrierung des in der Probe vorhandenen TPN. Im Einklang mit Be- 
stimmungen anderer Autoren’ ergibt sich aus diesem Versuch fiir Ratten- 
leber ein sehr kleiner Gehalt an TPN neben einem betrichtlichen Ge- 


halt an DPN. 


' IV. Bestimmungen von DPN, DPNH, TPN und TPNH in der 
: Leber ernaéhrter und hungernder Ratten 


4 Tab. 2 zeigt einige mit den vorstehend beschriebenen Methoden er- 
' haltene Daten tiber den Gehalt der Rattenleber an oxydierten und 
' reduzierten Pyridinnucleotiden. Wir beobachteten deutlich héhere Werte 
- fir den Gehalt an DPN und DPNH als in unseren friiheren Versuchen? ®, 


a Tab. 2. Gehalt der Leber normal ernahrter und hungernder Ratten an DPN, 
a DPNH, TPN und TPNH. 

 Bestimmungsmethoden siehe Arbeitsvorschriften. Das Gewicht der Ratten betrug 
90—110 g. 





DPN DPNH TPN TPNH Summe 


(ug/g (ug/g (ug/g (ug/g 
Frisch- Frisch- | Frisch- Frisch- ( vig Fiiachleber) 
leber) leber) leber) leber) MB/S 





215 704 
240 690 
224 595 
310 625 
265 629 
180 579 
208 619 


. 520 184 
Kontrolle 490 200 


» 24Stdn. Hunger i pol 
475 154 


> 48Stdn. Hunger 445 134 
425 194 
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Dies diirfte darauf zuriickzufiihren sein, daB wir sehr junge Ratten mit 
einem Durchschnittsgewicht von 100 g in die vorliegenden Versuche ein- 
gesetzt haben, wihrend in unseren friiheren Versuchen wesentlich altere 
und schwerere Ratten verwendet wurden. Qualitativ stehen jedoch die 
vorliegenden Befunde in gutem Einklang mit unseren friiheren Er- 
gebnissen! & 8 und mit den Befunden von Glock und McLean’ sowie 
Jedeikin und Weinhouse?: Der weit iiberwiegende Teil des Triphospho- 
pyridinnucleotids liegt in der Leber in reduzierter Form vor, wahrend 
beim Diphospho-pyridinnucleotid nur etwa 20—30% in reduzierter Form 
vorliegen. Beim Hunger nimmt im Einklang mit unseren friiheren Ver- 
suchen |: 6 erstens die Summe DPN + DPNH ab und zweitens verschiebt 
sich der Quotient DPNH/DPN zu kleineren Werten. Es sei hier jedoch 


? Siehe z.B. G. E. Glock u. P. McLean, Biochem. J. 61, 388 [1955]. 
8 H. Holzer, G. Sedlmayr u. M. Kiese, Biochem. Z. 328, 176 [1956]. 
® J. Jedeikin u. S. Weinhouse, J. biol. Chemistry 218, 271 [1955]. 
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angefiigt, daB man aus Direktbestimmungen des Quotienten DPN] 
DPN, wie sie in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurden, keine 
weitgehenden Schliisse ziehen darf, da entscheidend fir die Beurtcilun 
der Thermodynamik und Kinetik enzymatischer Vorginge in lebende, 


an freien und gebundenen Pyridinnucleotiden ist?®. 


hilfen und ein Stipendium (D. B.). 
Zusammenfassung 


1. Da kristallisierte Alkohol-Dehydrogenase-Praparate aus Biicker. 
hefe meist mit TPN-spezifischer Alkohol-Dehydrogenase verunreinigi 
sind, eignen sich solche Praparate schlecht fiir eine spezifische Bestim. 
mung von DPNH, da auch TPNH mitreagiert. 

2. Kristallisierte «-Glycerophosphat-Dehydrogenase aus Kaninchen. 
muskel reduziert Dihydroxyacetonphosphat nur mit DPNH, nicht mit 
TPNH, so daB sich dieses Enzym zur spezifischen enzymatisch-optischer 
Bestimmung von TPNH neben DPNH eignet. TPNH kann dann nach 
Abreagieren des DPNH mit Glutaminsiure-Dehydrogenase  erfabt 
werden, da dieses Enzym «-Ketoglutarat mit DPNH und TPNH re. 
duziert. . 

3. Die Bestimmung von DPN neben TPN mit kristallisierter Hefe. 
alkohol-Dehydrogenase wird durch geringe Verunreinigungen mit TPN. 
spezifischem Enzym nicht gestort, da bei den oxydierten Pyridin. 
nucleotiden das Verhaltnis der Reaktionsgeschwindigkeiten um 1—2 
Zehnerpotenzen giinstiger fiir DPN liegt als bei den reduzierten Pyridin- 
nucleotiden. 

4. Es werden einige Bestimmungen von DPNH, TPNH, DPN und 
TPN in der Leber ernahrter und hungernder Ratten mitgeteilt, die mit 
der neuen Methode erhalten wurden. 


Summary 


1. Since crystalline alcohol dehydrogenase preparations from baker's 
yeast usually are contaminated with a TPN-specific alcohol dehydro- 
genase, such preparations are badly suited for the specific determination 
of DPNH because TPNH also reacts. 

2. Crystalline «-glycerophosphate dehydrogenase from rabbit muscle 
reduces dihydroxyacetone phosphate only in the presence of DPNH and 
not TPNH. Thus this enzyme is suitable for the specific enzymatic. 
optical determination of TPNH in the presence of DPNH. After the 
reaction of DPNH is complete, the TPNH can then be picked up 
with glutamic acid dehydrogenase since this enzyme reduces «-ketoglu- 
tarate in the presence of DPNH and TPNH. 


10 H. Holzer, G. Schultz u. F. Lynen, Biochem. Z. 328, 252 [1956]. 





Zellen und Geweben die Differenzierung zwischen den Konzentratione 
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3. The determination of DPN in the presence of TPN with crystallized 
yeast alcohol dehydrogenase is not disturbed by usual impurities of 
the TPN-specific enzyme since, in the case of oxidized pyridine nucleo- 
tides, the conditions of the reaction are 10—100 times more favourable 
for DPN than in the case of reduced pyridine nucleotides. 

4. Some determinations which were obtained with the new method 
are reported for DPNH, TPNH, DPN, and TPN in the liver of fed and 


starved rats. 


313 13 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 
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Uber die Phosphoglucomutase der Erythrocyten 
und des Serums* { 
Von 
Ernst Noltmann und Friedrich H. Bruns 
Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie der Medizinischen Akademie Diisseldorf 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juni 1958) 


Herrn Professor Dr. K. Feliz zum 70. Geburtstag 


Seit der Beschreibung der PGM** im Jahre 1938 durch Cori, Colo. 
wick und Cori! sind Aktivitaétsmessungen nach zwei verschiedenen 
Verfahren durchgeftihrt worden. Entweder wurde bei Verwendung von 
G-1-P als Substrat die Abnahme des siurelabilen Phosphors oder die Zu- 
nahme des Reduktionsvermégens als Ausdruck der gebildeten G-6-P. 


Menge gemessen”*. Bei Aktivitatsmessungen in rohen Fermentlésungen 


wie Gewebsextrakten und Hamolysaten reichert sich jedoch infolge der 
Wirkung von PGI ein Gleichgewichtsgemisch von G-6-P und F-6-P an, 
wie sich durch die enzymatische Bestimmung von G-6-P und F-6-P in 
den Enzymansatzen nachweisen laBt. Hierdurch ergibt sich als weitere 
Méglichkeit der Aktivitaétsmessung die photometrische Bestimmung der 
mit G-6-P im Gleichgewicht stehenden F-6-P-Menge. Eine derartige 
Methode wurde ausgearbeitet, mit dem enzymatischen Bestimmungs. 
verfahren tiberpriift und sodann fiir einige Studien tiber das Enzym der 
roten Blutzellen und des Blutserums verwendet. 


Methodik 
Zu 1,0 ml Kollidinpuffer (0,1-m.; py 6,9—7,0) gibt man 0,25 ml MgSO,- 
Lésung (0,025-m.), 0,25 ml Cystein-Lésung (0,25-m., py 7,0) und 0,5 ml G-1-P- 
Lésung (0,05-m.). Man halt das Gemisch einige Min. bei 37° und startet die Reaktion 
durch Zugabe von 0,5 m/l Serum oder 0,5 m/ eines 1:5—1:10 verdiinnten Hamo- 








* Teilweise vorgetragen auf der Tagung der Deutschen und Schweizerischen 
Gesellschaft fiir Physiologische Chemie, Basel, September 1957. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fir die ge- 
leistete Sachbeihilfe und der Gesellschaft der Freunde und Férderer der 
Medizinischen Akademie Diisseldorf fiir ihre Unterstiitzung. 

** Folgende Abkiirzungen werden verwendet: PGM = Phosphoglucomutase; 
PGI = Phosphoglucose-Isomerase; G-1-P = Giucose-1-phosphat; G-6-P = Glucose- 
6-phosphat; G-1.6-DP = Glucose-1.6-diphosphat; F-6-P = Fructose-6-phosphat; 
TPN = Triphosphopyridinnucleotid. 

1G. T. Cori, 8. P. Colowick u. C. F. Cori, J. biol. Chemistry 128, 375 
[1938]; 124, 543 [1938]. 

2 Vv. A. Najjar, J. biol. Chemistry 175, 281 [1948]. 

3 C. E. Cardini, A. C. Paladini, R. Caputto, L. F. Leloir u. R. E. 
Trucco, Arch. Biochemistry 22, 87 [1949]. 
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lysates. Nach 30 Min. wird mit 2,5 m/l 10-proz. Perchlorsiure enteiweiBt. Es wird 
filtriert oder zentrifugiert und im Filtrat bzw. Zentrifugat F-6-P nach dem Prinzip 
yon Roe bestimmt?. 

Zu 1,0 ml Filtrat oder Zentrifugat gibt man 1,0 m/ Resorcin-Lésung (0,1% 
in absol. Athanol) und 3,0 ml 30-proz. Salzsiure. Nach dem Mischen wird genau 
8 Min. auf 80° erhitzt, danach wird 5 Min. im Eisbad gekiihlt und anschlieBend 
noch 30 Min. bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Nach dieser Zeit nimmt die 
Extinktion der rot gefarbten Lésung nicht mehr zu. Die photometrische 
Messung erfolgt gegen einen Leerwert (Zugabe von Perchlorsiure vor dem Zusatz 
der Substratlésung) bei 490 mu, Lichtweg 10 mm. Als Enzymaktivitat wird die 
durch 1 ml Erythrocytenvolumen bzw. 1 ml Serum je Stde. aus G-1-P gebildete 
Menge Hexose-6-Phosphat in uMol angegeben. Diese errechnet man durch Multi- 
plikation der bestimmten F-6-P-Menge mit dem Faktor 2,5. Der Quotient G-6-P/ 
F-6-P betragt praktisch zu jedem beliebigen Zeitpunkt des Reaktionsablaufes 2,5 
Tab. 1). 

Bei Verwendung des Photometers Elko II erhielten wir unter den beschrie- 
benen Bedingungen H = 0,1 fiir 0,1 uMol F-6-P/ml Filtrat. Bei Vorlage isomolarer 
Mengen Fructose und F-6-P verhalten sich die Farbstarken wie 100:60. 

Die enzymatische Bestimmung der Reaktionsprodukte G-6-P und F-6-P 
in den Fermentansatzen mit Hilfe von PGI, Zwischenferment und TPN ist in 
einer friiheren Mitteilung® genau beschrieben, so daB sich eine ausfiihrliche Wieder- 
gabe an dieser Stelle eriibrigt. 

Tab. 1 belegt durch den Vergleich der enzymatischen und der beschriebenen 
photometrischen Methode, daB selbst bei kurz bemessener Reaktionszeit aus 
G-1-P gebildetes G-6-P im Gleichgewicht mit F-6-P steht und da8B es folglich 
méglich ist, die Aktivitiét der PGM mit Hilfe der einfachen F-6-P-Analyse zu 
messen. 


Tab. 1. Bildung von G-6-P und F-6-P aus G-1-P durch Schweinehimolysat. 

















" G-6-P + F-6-P F-6-P -6- 
— pMol/ml Ansatz | «Mol/m/ Ansatz : r 
a) (enzymatisch) | (photometrisch) -6-P 

10 0,35 0,15 2,3 

20 0,50 0,21 2,4 

30 0,95 0,40 2,4 

40 1,25 0,53 2,4 

50 1,66 0,63 2,6 

60 1,88 0,75 2,5 

90 2,86 1,16 2,5 

Ergebnisse 


Wie aus Abb. 1 hervorgeht, gehorcht die Umwandlung von G-1-P 
in G-6-P und F-6-P einer Reaktion nullter Ordnung. Es besteht eine line- 
are Beziehung zwischen Substratumsatz und Zeit bis etwa 70% der 
G-1-P-Menge umgesetzt sind. Auch zwischen Enzymkonzentration und 
Substratumsatz bei konstanter Reaktionszeit besteht ein lineares Ver- 
haltnis, wenn die Himolysatverdiinnungen gréBer sind als 1:4 (Abb. 2). 
Bei héherer Himolysatkonzentration ist die Hamolyse unvollstandig. 
Intakte rote Blutzellen setzen G-1-P nicht um. 








‘J. H. Roe, J. biol. Chemistry 107, 15 [1934]. 
° F.H. Bruns, E.Noltmann u. A. Willemsen, Biochem. Z. 330, 411[1958]. 
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Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Umsetzung 
von G-1-P in Schweinehaimolysat. 


Abb. 3. Aktivitaét der PGM in Abhingig- 
keit vom py. Verwendete Puffer: Ace- 
tat (@), Kollidin(@) und Tris (©). 





Ql 02 


ml hamolys rote Zellen/Ansat2 > 


Abb. 2. Substratumsatz 
und Enzymmenge. 


Das pu-Optimum der PGM liegt in Haimolysaten und Blutserum 
bei 6,9—7,0 (Abb. 3). Bei Verwendung von Acetat-, Tris- und Kollidin- 
puffer beobachtet man die gleiche Enzymaktivitét und das gleiche 
Wirkungsoptimum um px 7,0. 
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Untersuchungen iiber die optimale Konzentration von Mg*®® und 
Cystein ergaben die gleichen Resultate, die Najjar am kristallinen En- 
zym aus Kaninchenmuskel gefunden hat*. Die optimale Mg*®-Konzen- 
tration liegt bei 2,5 x 10-%-m., die optimale Cysteinkonzentration bei 
2.5 x 10-?-m.(Abb. 4 und 5). 
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Stickland hat eine erhebliche Aktivitatssteigerung der PGM bei Anwesen- 
heit eines zweiten mehrwertigen Metallions (Al®®, Cr®®, Pb?®, Fe®® oder Ce®) 
beschrieben®. In Hamolysaten und Seren konnte bei optimaler Mg?®-Konzentration 
durch Zusatz von KAI(SO,),-12H,O oder KCr(SO,),-12H,O in einem Konzen- 
trationsbereich von 5 x 10-5—5 x 10-3-m. keine Steigerung der Reaktionsgeschwin- 
digkeit erzielt werden. Um methodische Febler auszuschalten, wurde bei einem Teil 
dieser Versuche die Aktivitaétsmessung mit der Methode von Najjar durch- 
gefiihrt?. 

Leloir und Mitarbeiter*’? sowie Posternak® haben zeigen kénnen, 
daB G-1.6-DP Coferment der PGM ist. Wir haben ohne Erfolg versucht, 
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Abb. 4. Abb. 5. 
Abb. 4. Abhangigkeit der Enzymaktivitét von der Mg?®-Konzentration. 
Abb. 5. Abhangigkeit der Enzymaktivitat von der Cystein-Konzentration. 
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mit einem nach der Vorschrift von Leloir und Mitarbb.* angereicherten 
G-1.6-DP-Praparat das Enzym in Hamolysaten und Seren zu aktivieren. 
Weder durch dieses Praparat noch durch Kochsaft von Mauseleber oder 
Hefe lieB sich die Umsatzrate steigern. Die fiir die Fermentwirkung opti- 
male Konzentration des Cofermentes muB also in den roten Blutzellen 
oder in dem verwendeten G-1-P-Praparat (Dikaliumsalz, Boehringer 
und Sohne, Mannheim) enthalten sein. Offenbar ist beides der Fall. Voll- 
blut enthalt nach den Angaben von Leloir® 1 x 10-4—1 x 10-5 Mol 
Coenzym/l, welches vorwiegend in den Erythrocyten lokalisiert ist. Die 
Konzentration ist auch bei Aktivitétsmessungen mit 1:10 verdiinnten 
Haimolysaten ausreichend, um eine maximale Umsatzgeschwindigkeit 
zu erreichen. Die G-1.6-DP-Konzentration bei halber maximaler Re- 
aktionsgeschwindigkeit ist 5 x 10-7-m. Da Plasma das Coenzym offen- 


6 L. H. Stickland, Biochem. J. 44, 190 [1949]. 

’ L. F. Leloir, R. E. Trucco, C. E. Cardini, A. Paladiniu. R. Caputto, 
Arch. Biochemistry 19, 339 [1948]. 

* T. Posternak, J. biol. Chemistry 180, 1269 [1949]; E. W. Sutherland, 
M. Cohn, T. Posternak u. C. F. Cori, J. biol. Chemistry 180, 1285 [1949]. 
* L. F. Leloir, Advances in Enzymol. 14, 193 [1953]. 
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bar nicht enthalt®, mu8 angenommen werden, da auch in dem verwen- 
deten Substrat G-1.6-DP in ausreichender Konzentration vorkommt. 
Eine Angabe fiir die Michaelis-Menten-Konstant2 des G-1-P- 
Enzym-Komplexes fehlt unseres Wissens in der Literatur. Abb. 6 zeigt 


die graphische Auswertung der MeBergebnisse nach Lineweaver und 





; — Abb. 6. Abhangigkeit der Reak- 


rm tionsgeschwindigkeit von der Sub- 
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1 F weaver und Burk: 1/v = Kmu/Vm 
4 x 1/8 + 1/Vm. 
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Abb. 7. Abb. 8. 


Abb. 7. Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Temperatur. 


Abb. 8. Lineare Beziehung zwischen log Enzymaktivitat und dem reziproken Wert 
der absoluten Temperatur (7') zur Bestimmung der Aktivierungsenergie mit der 
Arrhenius-Gleichung. Bereich: 17-—42° C. 


Burk?!®, Ky wurde mit 1,2 x 10-3 Mol G-1-P/l ermittelt. Bei einer Sub- 
stratkonzentration von 0,01-m. werden 95°% der maximalen Reaktions- 
geschwindigkeit erreicht. 

Abb. 7 demonstriert die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindig- 
keit von der Temperatur. Der Temperaturkoeffizient (Q,,) fiir den Be- 
reich von 17—42° betriagt 2. Mit Hilfe der Arrhenius-Gleichung errechnet 
sich fiir diesen Temperaturbereich eine Aktivierungsenergie von 12,2 kcal/ 
Mol. Hamolysate und Serum mit verschiedenem Enzymgehalt vertragen 


10 H. Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658 [1934]. 
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Temperaturen bis 42° fiir 30 Min. ohne Aktivitatsverlust. Bei héheren 
Temperaturen und gleicher Bebriitungszeit wird das Enzym zuniachst 
langsam und dann sehr schnell denaturiert. Bei 65° ist nach 30 Min. 
praktisch keine Aktivitat mehr nachweisbar. 

Tab. 2 enthalt eine Zusammenstellung der Aktivitaten in Hamoly- 
saten verschiedener Spezies. Die héchsten Aktivitaten findet man in 
Schweineerythrocyten, die geringsten in roten Blutzellen vom Hammel. 
Menschliche Erythrocyten besitzen eine vergleichsweise geringe Aktivitat. 


Tab. 2. PGM-Aktivitat der Erythrocyten verschiedener Spezies. Angaben in uMol 
(G-6-P + F-6-P)/ml Erythrocyten/Stde. bei 37°. 








. Zahl der Enzymaktivitat 
Ss 
sien Blutproben | Mittelwert | Bereich 

GMM OLH Moco ak Oley BRAY Loe, 10 146 104—205 
en eae ee Re ee ee ll 119 104—138 
2 ee oe ee 4 98 87—118 
Meerschweinchen. ........ 7 80 51—104 
Maus (Sammelblutproben von je 

C—O WCPO) 60. ek 12 33 24— 37 
Spee. Re ce Sas Sw, ETD 14 31 22— 50 
JS a ee ae ee re eee 6 31 27— 35 
Meannen =.) cs ese ee ~ 18 17— 20 
Fromme 4) AS uN ee 5 15 1l— 19 











Serumphosphoglucomutase 


Auch im Serum oder Plasma 1a8t sich PGM mit der beschriebenen 
photometrischen Methode bestimmen. Menschliches Serum besitzt im 
Vergleich zu tierischen Seren geringe Aktivitat (Tab. 3). Die Ergebnisse 


Tab. 3. Die PGM-Aktivitat des Blutserums verschiedener Spezies. Angaben in Mol. 
(G-6-P + F-6-P)/ml Serum/Stde. bei 37°. 














- Anzahl der Enzymaktivitat 
Spezies Einzelmes- 
sungen Mittelwert Bereich 
Mensch .... 10 0,5 0,1— 1,4 
atte... ...3 6 5,2 2,8—11,3 
Meerschweinchen 3 6,5 6,1— 7,0 
Hammel... . 5 6,5 4,2— 8,8 
Ring) 6. 8F 10 8,4 4,3—13,4 
Schwein... . 9 31,1 12,4—47,0 





von Aktivitaétsmessungen in menschlichen Serumproben unter physio- 
logischen und pathologischen Bedingungen sind in Tab. 4 zusammen- 
gefaBt. Auffallig ist die starke Erhéhung der Serumaktivitat bei Virus- 
hepatitis, eine Beobachtung, die die Befunde von de Ritis, Giusti und 
Coltorti™ mit anderer Methodik bestatigt und wohl auf der gleichen 


0 F. de Ritis, G. Giusti u. M. Coltorti, Experientia [Basel] 18, 81 [1957]. 
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Tab. 4. Die PGM-Aktivitét menschlicher Seren unter physiologischen und patho. 
logischen Bedingungen. Angaben in Mol (G-6-P + F-6-P)/ml Serum/Stde. bei 37°, 











Anzahl der Enzymaktivitat 
Einzelmes- 
sungen Mittelwert Bereich 

Gesunde Erwachsene. ..... . 10 0,50 0,10— 1,41 
Schwangere (Mens VII—X) ... 5 0,85 0,30— 1,45 
Neugeborene (Nabelvenenblut). . . 4 0,98 0,70— 1,10 
LED pS a aS eee 4 12,4 6,1 —26,0 
Pernic. Anamie ......... 2 2,25 1,0 — 3,5 
Prostata-Carcinom. ....... 1 4,5 — 
Leukamie mit Knochenmetastasen . 1 16,5 ~ 
OCO-Vergiftung .......+.. 1 125,0 — 











Ebene wie die Verhaltensweise anderer Serumenzyme zu erklaren ist”. 
Auffallig ist auch die Erhéhung der Serumaktivitét bei Leukimie mit 
Knochenmetastasen und das extreme Ausmaf der Erhéhung bei einem 
Patienten mit Kohlenmonoxydvergiftung. 


Zusammenfassung 


1. In Hamolysaten und im Serum reichert sich wie in Leber-, 
Muskel- und Gehirnextrakten waihrend der Umsetzung von Glucose-1- 
phosphat durch Phosphoglucomutase infolge der Anwesenheit von Phos- 
phoglucose- Isomerase ein Gleichgewichtsgemisch von Glucose-6-phosphat 
und Fructose-6-phosphat an. Hierdurch kann die Aktivitat der Phospho- 
glucomutase durch einfache kolorimetrische Bestimmung von Fructose- 
6-phosphat gemessen werden. 

2. Mit Hilfe dieses Verfahrens wurde das Enzym der Erythrocyten 
und des Serums systematisch untersucht. 

3. Es werden Befunde iiber die Aktivitéten von Erythrocyten und 
Seren verschiedener Spezies sowie die Aktivitaten in menschlichem Se- 
rum unter physiologischen und pathologischen Bedingungen mitgeteilt. 


Summary 
1. During the action of phosphoglucomutase on glucose-1-phos- 
phate, in hemolysates, serum and extracts of liver, muscle and brain, 
an equilibrium mixture of glucose-6-phosphate and fructose-6-phosphate 
accumulates, owing to the presence of phosphoglucose isomerase. This may 
be used to estimate the activity of phosphoglucomutase by a simple 
colorimetric determination. 
2. Using this procedure, the enzyme of erythrocytes and serum was 
investigated systematically. 
3. Results are reported concerning the activities of erythrocytes 
and serum of different species, and the activities in human serum in 
physiological and pathological conditions. 


2 F. H. Bruns, Clin. chim. Acta 2, 257 [1957]. 
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Zur Bestimmung von 4-Carboxy-1.3-thiazan 
und von Methionin 
Von 
Erich Strack, Wolfgang Kunz und Rudolf Noack 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Leipzig 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juni 1958) 
Prof. Dr. Kurt Felix zum 70. Geburtstag gewidmet 


In einer friiheren Veréffentlichung! teilten wir mit, daB bei der 
kolorimetrischen Bestimmung von Methionin nach McCarthy und 
Sullivan? in der Modifikation von Borsook und Dubnoff? das sich 
leicht bildende Kondensationsprodukt aus Homocystein und Form- 
aldehyd mit erfaBt wird. Dieses ist als 4-Carboxy-1.3-thiazan identifiziert 
worden #6, 

Die Zersetzlichkeit des Farbstoffes aus Nitroprussidnatrium und 
4-Carboxy-1.3-thiazan in Wasser erlaubte, nach seinem Abblassen 
Methioninwerte allein zu messen und somit auch 4-Carboxy-1.3-thiazan 
zu bestimmen®, Neuere Untersuchungen an reinsten, eigens dargestellten 
Stoffen zeigten uns jedoch, daB dies iibliche Verfahren, stérende labile 
Farbstoffe durch Stehenlassen zu entfernen, die Methioninbestimmung 
beeinfluBt und fir 4-Carboxy-1.3-thiazan nur angeniherte Werte er- 
geben kann. Man kann 4-Carboxy-1.3-thiazan und Methionin papier- 
chromatographisch trennen und bestimmen’: §, jedoch ist das erstere 
schlecht anfarbbar. Kiirzlich haben Wriston und Mackenzie® an 
isotop markiertem 4-Carboxy-1.3-thiazan dessen Umsetzung im Gewebe 
studiert. Dieses Verfahren geniigt unseren Versuchsabsichten ebenfalls 


nicht. 

Wir fanden auch weitere Verfahren als nicht sonderlich erfolg- 
versprechend. So hat 4-Carboxy-1.3-thiazan im ultravioletten Bereich 
ein bei 210 my beginnendes Absorptionsmaximum, an dem es grund- 
siitzlich bestimmbar ist (s. Abb. 1). Aber der Absorptionsbereich wird 





1 E. Strack u. W. Friedel, diese Z. 304, 82 [1956]. 

2 T. E. McCarthy u. M. X. Sullivan, J. biol. Chemistry 141, 871 [1941]. 

3 H. Borsook u. J. W. Dubnoff, J. biol. Chemistry 169, 247 [1947]. 

4 P. Berg, J. biol. Chemistry 190, 31 [1951]. 

5 J.C. Wriston, jr., Federation Proc. 14, 308 [1955]. 

6 E. Strack, W. Friedel u. K. Hambsch, diese Z. 305, 237 [1956]. 

7 C.G. Mackenzie in W.D.McElroy u. B.Glass, Amino acid metabolism, 
The John Hopkins Press, Baltimore 1955, S. 724. 

8 KE. Strack, W. Friedel u. K. Hambsch, diese Z. 305, 166 [1956]. 

9 1 .C. Wriston, jr. u. C.G. Mackenzie, J. biol. Chemistry 225, 607 [1957]. 
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Abb. 1. Absorptionsspektrum von 
4-Carboxy-1.3-thiazan in waBriger Lésung. 
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durch die Spektren vieler Stoffe iiberdeckt!®, und die gemessenen 
Extinktionen erlaubten uns nicht, kleinste Mengen in Wasser oder, ein 
wenig verbessert, in alkalischem Milieu direkt photometrisch zu messen. 

Wir haben deshalb die Grundreaktionen der McCarthy-Sullivan- 
schen Bestimmung eingehender studiert, um dieses Verfahren zu ver- 
bessern. 


Ergebnisse 


Unser bisheriges Verfahren beruhte darauf, Methionin und 4-Carb- 
oxy-1.3-thiazan in stark alkalischer Lésung mit Nitroprussidnatrium 
zu erwirmen und das nach Ansiuern entstandene gefairbte Produkt 
zu kolorimetrieren. Wird sofort gemessen, bestimmt man beide Stoffe 
gemeinsam; nach 3stdg. Stehenlassen bei 30° entspricht die verminderte 
Firbung dem Gehalt an Methionin, die Differenz dem an 4-Carboxy- 
1.3-thiazan. Vom Zeitpunkt des Ansiuerns an verhalten sich beide 
Stoffe unterschiedlich. 4-Carboxy-1.3-thiazan wird alsdann rasch zer- 
stért, aber auch die Nitroprussid-Methioninfarbe blaBt mit der Zeit 
deutlich ab. Bei Werten bis zu 2 mg®% Methionin wird der Gehalt unter 
den gewahlten Versuchsbedingungen nicht wesentlich verfalscht®. 
Bei héherem Gehalt treten aber meBbare Verluste auf. Weiterhin wird 
der absolute Farbverlust durch die verschiedenartigen Zusatze, die sich 
aus den Versuchsabsichten ergeben, zeitlich unterschiedlich beeinfluBt. 
Man miBte deshalb, um gute Methioninwerte zu erhalten, jeweils eine 
Eichkurve unter genau gleichen Voraussetzungen aufstellen, wie im 
Hauptversuch. 

Abb. 2 zeigt den EinfluB verschiedener Faktoren auf den Me- 
thioninwert. Die Extinktionen sind gegen Wasser als Leerwert bestimmt. 


10 L. J. Saidel, Arch. Biochem. Biophysics 54, 184 [1955]. 
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Abb. 2. Der Einflu8 von MeBzeit, Sarkosin und 4-Carboxy-1.3-thiazan auf die 
Methionin-Farbwerte: 


. Ansteigende Methioninkonzentrationen, sofort gemessen. 
. Ansteigende Methioninkonzentrationen, nach 3 Stdn. gemessen. 
. Ansteigende Methioninkonzentrationen, + 1,63 - 10~-m. Sarkosin, 
sofort gemessen. 
4, Ansteigende Methioninkonzentrationen, +- 1,63 - 10~3-m. Sarkosin, 
nach 3 Stdn. gemessen, 
5. Ansteigende Methioninkonzentrationen, + 2,38 - 10~4-m. Carboxythiazan, 
sofort gemessen. 
Ansatz von 4 ml, entwickelt mit 2 ml Sauregemisch. 
Schichtdicke d = 2 cm, 4 = 510 mu, Leerwert Wasser. 


woe 



































poo cae 

| 2" 

7 iM 
\ 


A(mp) — 


Abb. 3. Absorptionsspektrum des Methionin-Nitroprussidfarbstoffes (1) und des 
Carboxythiazan-Nitroprussidfarbstoffes (2) in waBriger Lésung. 


3stdg. Stehenlassen bei 30° senkt den Methioninwert um etwa 11%. 
Zusatz von Sarkosin vermindert den zu erwartenden Verlust um etwa 
ein Drittel. In Gegenwart von 4-Carboxy-1.3-thiazan ist der bei so- 
fortiger Messung ermittelte Methioninwert iiberh6ht, wodurch eine 
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weitere Unsicherheit in die Messungen nach 3stdg. Stehenlassen hinein- 
gebracht wird. Den Extinktionszuwachs dadurch auszublenden, daB die 
Extinktionen bei verinderter Wellenlinge gemessen werden, ist deshalb 
nicht méglich, weil sich die Absorptionsspektren der Farbstoffe von 
Nitroprussid mit Methionin und mit 4-Carboxy-1.3-thiazan zu weit- 
gehend tiberdecken, um praktisch ausgeniitzt werden zu kénnen. Die 
Abb. 3 gibt die Absorptionsspektren beider Stoffe wieder. 

Eine andere Moglichkeit, 4-Carboxy-1.3-thiazan als Fehlerquelle 
fiir die Methioninbestimmung auszuschalten, bot die Beobachtung, 
daB die Farbstoffe der beiden Substanzen in einigen organischen Lé- 
sungsmitteln unterschiedlich léslich sind!!. Der Farbstoff von 4-Carb- 
oxy-1.3-thiazan mit Nitroprussid ist in héheren Alkoholen gut léslich, 
der von Methionin dagegen nur gering, wie aus Tab. 1 hervorgeht. 


Tab. 1. Léslichkeit von Farbstoffen. 








Farbstoffeaus | 4-Carboxy- 4-Carboxy- Methionin | Natriumnitro- 
Nitroprussid und | 1.3-thiazan | 1.3-thiazolidin | “°°” prussid allein 
Butanol.... ape Te ray (+) (+) 
Isobutanol . . . +++ +++ (+) (+) 
Amylalkohol . . a: nicht gepriift (+) (+) 














Mit Butanol war der gelblich-braune Farbstoff des 4-Carboxy- 
1.3-thiazans von’ dem roten des Methionins leicht durch Ausschiitteln 
abzutrennen. Ahnlich wie das 4-Carboxy-1.3-thiazan verhalt sich das 
von Ratner und Clarke beschriebene Reaktionsprodukt aus Cystein 
und Formaldehyd. In Lésungsmitteln wie Schwefelkohlenstoff, Ather 
und Chloroform sind die Farbstoffe unléslich. 

In Butanol gelést, bleiben die sauer ausgeschiittelten Farbstoffe 
iiber 1 Stde. hin véllig unveraindert, waihrend sie in waBriger Losung 
zerlegt werden. Bei Zimmertemperatur ist erst nach 24 Stdn. 
eine grinstichige Verfirbung der butanolischen Loésungen sichtbar. 
Damit ist auch das 4-Carboxy-1.3-thiazan spektrophotometrisch gut 
meBbar geworden. Aus auBeren Griinden haben wir uns auf das n-Bu- 
tanol als Lésungsmittel beschrankt und es fiir die Trennung von Me- 
thionin und 4-Carboxy-1.3-thiazan eingehender studiert. 

Wie Abb. 4 zeigt, verschieben sich die Absorptionsmaxima des 
4-Carboxy-1.3-thiazan- und des Methioninfarbstoffes in Butanol in den 
kurzwelligen Bereich. Alle Messungen in Butanol wurden deshalb bei 
400 my ausgefiihrt. 

Zahlreiche Messungen mit reinem 4-Carboxy-1.3-thiazan bewiesen, 
da unter unseren Bedingungen das Lam bert-Bouger-Beersche Ge- 
setz erfiillt ist. Man kénnte deshalb durch Ausschiitteln mit Butanol aus 
der waBrigen Untersuchungslésung beide Stoffe in einem Gang bestimmen. 
Fir Ansitze von 6,8 ml, wie sie friiher fiir die Methioninbestimmung 


“1 W. Kunz, Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 189, 136 [1957]. 
2S. Ratner u. H. T. Clarke, J. Amer. chem. Soc. 59, 200 [1937]. 
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Abb. 4. Absorptionskurven des Carboxythiazan-Nitroprussidfarbstoffes (1) und des 
Methionin-Nitroprussidfarbstoffes (2) in der Butanolphase. 
Ansatz von 4 ml mit je 0,4 mg 4-Carboxy-1.3-thiazan bzw. Methionin, angefarbt 
mit 0,3 ml 1-proz. Nitroprussidlésung, entwickelt mit 1,5 ml Siuregemisch. 
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benutzt worden sind (sie bestanden aus 4 m/l Homogenatfiltrat, 0,4 ml 
Lauge, 0,4 ml Na,[Fe(CN);NO], 2 mi Saure), erwiesen sich 8 ml Butanol 
als eine geeignete Extraktionsmenge. Die Farblésung des 4-Carboxy- 
1.3-thiazans wird hierdurch zwar etwas verdiinnt. Das ]4Bt sich jedoch 
ausgleichen, indem man in gréBerer Schichtdicke (2,5 cm) miBt. 

Unter den Bedingungen des bisherigen Verfahrens gehen kleine 
Anteile des Nitroprussids und des Methioninfarbstoffes in die Butanol- 
phase tiber (vgl. Abb. 5). Die Werte des 4-Carboxy-1.3-thiazans werden 
um etwa 0,3 mg% angehoben, wenn 2,5 mg% Methionin im Gemisch 
vorlag. Der Fehler fallt also bei kleinen Mengen schon ins Gewicht. 

Bei Bestimmungen in Gewebsextrakten ist fiir den Wert des Ver- 
fahrens wichtig, welche Begleitstoffe die Ergebnisse beeintrichtigen 
kénnen. Wiederholt wurde berichtet*: 1%. 14, daB Aminoséuren aber auch 
reduzierende Verbindungen und Mono- und Disaccharide durch ihre 
Reaktion mit Nitroprussid die Farbwerte verfilschen. Bei unseren 
Transmethylierungsversuchen interessierte uns besonders der EinfluB 
von Glykokoll, Sarkosin und Glykokollbetain auf die Extinktionswerte 
des 4-Carboxy-1.3-thiazans. 

Glykokollbetain beeinfluBt weder die Farbwerte des Methionins 
noch die des 4-Carboxy-1.3-thiazans. Vom Sarkosin und vom Glykokoll 
geht ein geringer Teil des griingelben Reaktionsproduktes in die Bu- 
tanolphase tiber und wird bei 400 my mit erfaBt. Farbbildung und Aus- 
maB der Beeinflussung sind gleichartig. Man mu8 somit ein gleichartiges 
Reaktionsprodukt fiir beide Stoffe annehmen. 

Weiterhin untersuchten wir noch als Vertreter der Aminoséuren 
Histidin und Tryptophan. Die Anwesenheit von Histidin erhdht die 


18 M. J. Horn, D. B. Jones u. A. E. Blum, J. biol. Chemistry 166, 313 


[1946]. 
14 F, A. Csonka u. C. A. Denton, J. biol. Chemistry 168, 329 [1946]. 
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Abb. 5. Farbwerte fiir 4-Carboxy-1.3-thiazan bei Zusatz von Aminosauren: 
Ansteigende Carboxythiazankonzentrationen ohne Zusitze. 
Ansteigende Carboxythiazankonzentrationen +- 1,68 - 10~-4-m. Methionin. 
Ansteigende Carboxythiazankonzentrationen +- 6,8 -10~‘4-m. Histidin. 
Ansteigende Carboxythiazankonzentrationen -+- 6,8 -10~4-m. Sarkosin. 
| Ansteigende Carboxythiazankonzentrationen + 6,8 -10~4-m. Glykokoll. 
Ansteigende Carboxythiazankonzentrationen gelést im trichloressigsauren 
Filtrat von Rattenleber- 
homogenat. 
6. Ansteigende Carboxythiazankonzentrationen -+- 6,8 -10-4-m. Tryptophan. 
Ansiatze von je 4 ml, angefarbt mit 0,3 ml 1-proz. Nitroprussidlésung, entwickelt 
mit 1,5 ml Sauregemisch, gemessen in der Butanolphase d = 2,5 cm, A = 400 my; 
Leerwert: Butanolextrakt des Nitroprussidleerwertes. 


oF whe 


Extinktionswerte im butanolischen Extrakt maBig, die von Tryptophan 
sehr erheblich. Wir bestimmten dann noch die fiir uns entscheidende 
Frage der Beeinflussung durch trichloressigsauren Gewebsextrakt. Wie 
die Kurve 5 der Abb. 5 zeigt, beeinfluBt dieser die Werte fiir 4-Carb- 
oxy-1.3-thiazan deutlich. Die Uberhéhung beruht sicherlich auch auf 
einer gegenseitigen Farbvertiefung durch ahnlich reagierende Stoffe. 
Da die genannten Stoffe eine Parallelverschiebung der 4-Carboxy- 
1.3-thiazankurve erzeugen, so ist der Fehler durch passenden Blindwert 
fiir viele Fragestellungen zu eliminieren. 

Aber auch wenn man die Grundbedingungen ein wenig andert, 
kann man die Beeinflussung stark vermindern. Setzt man die Saure- 
menge, die man zur Entwicklung des Farbstoffes bendtigt; auf etwa 
ein Drittel der Originalvorschrift herab, so gehen z. B. nur noch unwesent- 
liche Anteile des Methioninfarbstoffes in die Butanolphase iiber. 

Fir die Bestimmungen ist weiterhin die Reaktionszeit und die 
Temperatur zu beachten, denn der Farbstoff aus Nitroprussid und 
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4-Carboxy-1.3-thiazan wird in saurer, waBriger Loésung zunehmend 
mit der Temperatur zersetzt. Weiterhin ist die Verteilung der Farb- 
stoffe zwischen Butanol und Wasser entsprechend dem Gibbsschen 
Verteilungsgesetz temperaturabhingig. Um die praktische Bestimmung 
einfach zu halten, haben wir ein Verfahren ausgearbeitet, das im me- 
thodischen Teil eingehend beschrieben wird. Wir erhielten mit ihm 
stets reproduzierbare Werte. Bestimmt man unter diesen Voraussetzun- 
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Abb. 6, Eichkurven bei steigenden Konzentrationen: 
1. Von Methionin (waBrige Phase, d = 1 cm, 4 == 510 my). 
2. Von Carboxythiazan (butanolische Phase, d = 2,5 cm, 2 = 400 my). 
Jeder Stoff wurde, wie im methodischen Teil beschrieben, entwickelt und bestimmt. 
x = Extinktionszuwachs in der Butanolphase, wenn beide Stoffe in einer Kon- 
zentration von je 10 mg% gemeinsam bestimmt werden. Erklarung s. Text. 


gen gegen einen Leerwert der nitroprussidhaltigen Loésung, so ergab sich, 
daB bis zu einer Konzentration von 5mg% Methionin + 5mg% 
4-Carboxy-1.3-thiazan sich alle Beeinflussungen durch die neben- 
herlaufenden Anderungen der Stoffumsitze etwa ausglichen. 

Abb. 6 zeigt die Eichkurven beider Stoffe, von denen jeder fiir sich 
allein mit Nitroprussid umgesetzt und mit Butanol ausgeschiittelt 
wurde. Dabei tritt entsprechend der Léslichkeiten ineinander eine 
geringe Verschiebung in der Menge der Fliissigkeitsphasen auf. Die 
butanolische Phase nimmt um 8,8% zu, die waBrige Phase um 10,8% ab. 
In die Eichkurve sind diese Verschiebungen jedoch schon eingegangen. 
Methionin (Kurve 1) wurde in der waBrigen Phase (d = lem, 4 = 
510 mu) und 4-Carboxy-1.3-thiazan (Kurve 2) in der butanolischen 
Phase (d = 2,5 cm, 2 = 400 my) gemessen. Entwickelt man beide Stoffe 
im Gemisch in Konzentrationen von tiber 5 mg%, so tritt eine gegen- 
seitige Farbvertiefung auf, die die Extinktionswerte sowohl in der 
waBrigen als auch in der butanolischen Phase erhoht. Bei 10 mg% 
ergibt sich fiir jeden Stoff ein Mehr von etwa 5% gegeniiber den Werten, 
die man erhalt, wenn man beide Stoffe getrennt fiir sich entwickelt und 
miBt. Wir haben den durch 10 mg% Methionin erhéhten Farbwert der 
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Butanolphase in Abb. 6 eingetragen. Der Uberwert entspricht 0,03 mg 
Methionin oder 4-Carboxy-1.3-thiazan. Der Zuwachs ist nicht linear 
mit der Konzentration. Wir haben darauf verzichtet, die komplizierten 
Verhiltnisse eingehend zu studieren, um sie formulieren zu kénnen. 
Nach Csonka und Denton! reagiert 1 Mol. Nitroprussid mit 1 Mol. 
Methionin. Wir finden diese molare Beziehung auch fiir 4-Carboxy- 
1.3-thiazan. Gleicht man den sich bei der Umsetzung vermindernden 
NitroprussidiiberschuB aus, so wird der Wert nicht wesentlich verandert. 

Trotz dieser gegenseitigen Beeinflussungen ist das Verfahren durch- 
aus brauchbar fiir die Bestimmung beider Stoffe nebeneinander. Eben 
noch gut bestimmbar und zu trennen sind 0,6 mg% = 0,03 mg Methio- 
nin oder 4-Carboxy-1.3-thiazan. Die methodische Schwankungsbreite 
bei einem gemeinsamen Ansatz betrigt ~ + 5%. 

Da es fiir Abbauversuche im Gewebe oft wiinschenswert ist, das 
Methionin und das 4-Carboxy-1.3-thiazan und ihre Abbaustufen zu 
isolieren, haben wir eine papierchromatographische Zwischenisolierung 
studiert. Die Trennung der Stoffe wie auch die von Abbaustufen geht gut, 
wie weiter unten gezeigt wird. Das mit Ninhydrin angefarbte 4-Carb- 
oxy-1.3-thiazan ist aber schlecht auswertbar. Man kann jedoch die auf 
dem Papier getrennten Stoffe eluieren und mit Nitroprussid in obiger 
Weise bestimmen, wobei die folgenden Fehlerméglichkeiten zu beachten 
sind. 

Werden die Papierstreifen bei hoher Temperatur getrocknet, z.B. um das 
Methionin an der dann auftretenden Fluoreszenz sichtbar zu machen?®, so erhalt 
man im Gegensatz zur Bestimmung mit Ninhydrin mit Nitroprussid zu niedrige 
Werte. Entweder ist das Methionin nun nicht mehr voll eluierbar oder es sind 
Veranderungen im Molekiil eingetreten. Trocknet man die Streifen bei Zimmer- 
temperatur und eluiert mit Wasser, so erhalt man einwandfreie Werte. Versucht 
man mit 0,01-n. HCl zu eluieren, worin das 4-Carboxy-1.3-thiazan besser léslich 
ist, so treten iiberhéhte Farbwerte auf, weil hydrolytische Produkte aus dem Papier 
mit Nitroprussid reagieren. 

Trockene Papierstreifen sollen nicht geschnitzelt, gebogen oder geknifft 
werden. 4-Carboxy-1.3-thiazan geht verloren, anscheinend weil grobe oder spréde 
Kristalle vom Papier abspringen. Bei Methionin beobachteten wir derartige mecha- 
nische Verluste nicht. Wird nach dem Trocknen wiederum mit wenig Wasser an- 
gefeuchtet, treten keinerlei Verluste mehr auf. 

Die 24stdg. Wanderung ergibt einen ziemlich gleichbleibenden Substanz- 
verlust von 5% sowohl fiir Methionin als auch fiir 4-Carboxy-1.3-thiazan. Rp-Werte 


im Butanol/Ameisensaéure/Wasser-Gemisch fiir Methionin 0,38, fiir 4-Carboxy- 
1.3-thiazan 0,26. 


Stoffe 


Sarkosin, Glykokoll, L-Histidin und t-Tryptophan waren kauflich reinst, 
pL-Methionin (Hoffman-La Roche) analysenrein. Die 1-proz. Natriumnitroprussid- 
lésung wurde vor jedem Ansatz frisch hergestellt. Das Sauregemisch zur Farb- 
entwicklung bestand aus 9 Tin. konz. Salzsiure, d,; 1,19, und einem Teil 85-proz. 
H,;PO,°. Das n-Butanol war reinst (Sdp. 117°). 

DL-4-Carboxy-1.3-thiazan® 7 haben wir nach zwei Verfahren dargestellt : 
a) 1g pui-Homocystein wird in 15 m/ ausgekochtem dest. Wasser bei Zimmer- 


15 F. Cramer, Papierchromatographie, Verlag Chemie, Weinheim 1952. 
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temperatur gelést. Der Riickstand (Homocystin, das zu etwa 10% in unserem 
Praparat enthalten war) wird abfiltriert und das Filtrat mit Salzsiure auf pp 5 
gebracht. Bei diesem pp wird die Ausbeute am besten und Homocystein kaum 
oxydiert. Die Lésung wird mit einem 1-molaren Uberschu8 von Formaldehyd 
versetzt und teilweise bis zu 24 Stdn. stehengelassen. (Bei zu groBem UberschuB 
an Formaldehyd bildet sich ein gelblicher, harzartiger Niederschlag.) Von einer 
kleinen Fallung wird abfiltriert und das Filtrat im Vak. zur Trockene eingeengt. 
Die HCl wird entfernt, indem noch 2mal in Wasser aufgenommen und zur Trockene 
gebracht wird. Das weiBe Rohprodukt wird 2mal aus wenig warmem Wasser um- 
kristallisiert. Ausb. 86% des eingesetzten Homocysteins. b) Billiger ist die Dar- 
stellung aus pL-Homocystin: 2 g Homocystin werden in Wasser durch Zugabe von 
HCl bei einem py von 1—2 gelést. Bei Anwesenheit von Formaldehyd wird mit 
Zinngranula etwa 30 Min. erwirmt. Die gelésten Zinnsalze werden mit H,S gefallt, 
abfiltriert und nachgewaschen, Reinigung des Rohproduktes wie oben. Im Roh- 
produkt werden papierchromatographisch geringe Anteile von Homocystin, nach 
Umkristallisieren nur noch 4-Carboxy-1.3-thiazan gefunden. Ausb. 70% des ein- 
gesetzten Homocystins. 


C;H,NO,S - H,0 (165,2) Ber. C 36,4 H6,7 N8,5 8 19,4 H,O 10,9 
Gef. C 36,9 H6,8 N8,7 $ 19,5 H,O 10,9 


Aus Wasser kristallisieren farblose quadratische Platten mit meist zentraler 
Auflagerung; aus hochkonzentrierten Lésungen erscheinen in der Warme zunachst 
langgestreckte, meist sternformig angeordnete Prismen. Das Kristallwasser ver- 
schwindet erst bei 5stdg. Trocknen bei 105° iiber P,O,, vollig. In der Kapillare 
schmelzen die wasserhaltigen Kristalle ab 193° unter gelb-brauner Verfairbung und 
zersetzen sich bei 205—206°; die wasserfreien Kristalle schmelzen bei 206° (korr.). 
Im Kofler-Apparat: Triibwerden bei 110—115°, zunehmende Braunfarbung und 
Schmelzen unter Zers. bei 222—224°, wasserfrei bei 223—224° unter Zers. 

DL-4-Carboxy-1.3-thiazan sublimiert unzersetzt, beginnend bei 175° Das 
Sublimat besteht aus Konglomeraten sebr kleiner rhomboedrischer Kristalle. Durch 
Umkristallisieren aus Wasser sind die wasserhaltigen quadratischen Platten wieder 
zu erhalten. Aus Wasser fallt in der Kalte bei saurem py ein schwer lésliches Rein- 
eckat. Die rotvioletten, langen, flachen Prismen sind in warmem Wasser sowie bei 
alkalischer Reaktion léslich. Ab 160° beginnende Zersetzung; um 190° Auf- 
schéumen. 

HgCl, fallt in Wasser sehr schwer lésliche, kleine rhomboedrische Kristalle 
aus, die in NH, léslich sind. 

4-Carboxy-1.3-thiazan gibt mit Ninhydrin einen grauen Fleck, der aflmahlich 
nachblaut. Im kurzwelligen Licht keine charakteristische Fluoreszenz; die An- 
farbung mit Isatin und nach Folin?® zeigt keine Besonderheiten. Gegen Saure ist 
4-Carboxy-1.3-thiazan sehr widerstandsfahig. Mehrstiindige Hydrolyse vermindert 
die Farbkraft mit Nitroprussid nur wenig®, aber papierchromatographisch lassen 
sich doch neue ninhydrinpositive Substanzen nachweisen: 22stdg. Hydrolyse mit 
6-n. HCl bei 100° 1a8t drei neue ninhydrinpositive Stoffe erkennen. Ihre Ry-Werte 
(Butanol/Eisessig/Wasser 2:1:1, Schleicher & Schill 2043b) gibt Tab. 2 an. Die 
Prozentzahlen sind grob geschatzte Anteile der eingesetzten Menge. 


Tab. 2. Ry-Werte von 4-Carboxy-1.3-thiazan (A) und seiner Hydrolyenprodukte. 
A Fleck 1 Fleck 2 Fleck 3 
Ry ... 0,51 (60%) 0,34 (20% 0,22 (10%) 0,26 (10%) 
Fleck 1 tritt nach 5stdg. Hydrolyse auf, nach weiteren 10 Stdn. wird Fleck 2 


deutlich, Fleck 3 eben erkennbar. Die salzsaure Hydrolyse wird stark beschleunigt, 
wenn ihr das Filtrat aus mit Trichloressigsiure enteiweiBtem Leberhomogenat 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 313 14 











210 E. Strack, W. Kunz und R. Noack, Bd. 313 (1958) 
zugesetzt wird. Die dabei neu entstandenen Verbindungen haben Ry-Werte von 
0,39 und 0,22. 

Neue Substanzen mit ahnlichem Ry-Wert sind auch unmittelbar aus Gewebs- 
extrakten nachweisbar, wenn DL-4-Carboxy-1.3-thiazan mit Gewebehomogenaten 
inkubiert wird. Diese Verbindungen werden weiter untersucht. 





Methodik 


Die McCarthy-Sullivansche Reaktion wird in gleicher Weise durchgefiihrt, 
wie friiher von uns beschrieben®. Abweichungen von diesem Verfahren oder von 
der nachfolgend gegebenen Anordnung sind unter den Abbildungen vermerkt. 

Anordnung zur Bestimmung von Methionin und 4-Carboxy-1.3- 
thiazan aus einem Ansatz: 8 Scheidetrichter von 50 m/ mit gekiirztem Aus- 
lauf, der bis zur Entnahme durch Gummikappen geschiitzt ist, sind in einem Rund- 
gestell befestigt. Werden mehr Bestimmungen gleichzeitig angesetzt, stéren meist 
Zeitdifferenzen durch die folgende Zugabe von Saiure und Butanol. Die Scheide- 
trichter werden mit je 5 ml der zu untersuchenden Lésung (z. B. trichloressigsaures 
Homogenatfiltrat) beschickt, die 0,6—10 mg Methionin oder 4-Carboxy-1.3- 
thiazan oder beides zusammen enthalt. Es werden genau 0,4 ml 5-n. NaOH und 
0,4 ml 1-proz. Natriumnitroprussidlésung zugegeben, fest zugestépselt, der Ansatz 
gemischt und 8 Min. in ein Wasserbad von 40° eingestellt. Danach wird mindestens 
10 Min. in Eiswasser gekiihlt. Nunmehr werden schnell aufeinanderfolgend 0,7 m/ 
Sauregemisch in jeden Scheidetrichter gegeben, verstépselt und 30 Sek. kraftig 
geschiittelt. AnschlieBend werden sofort je 8 m/ Butanol von 20° zugefiigt und 
erneut kraftig geschiittelt. Nachdem die Phasen sich getrennt haben, wird die 
waBrige Schicht in Zentrifugenglaser abgelassen, die Butanolphase dekantiert und 
5 Min. bei 4000 U/Min. zentrifugiert. Die klare Butanolphase wird abgegossen und 
bei 400 mu, d = 2.5 em, gegen den Butanolextrakt des Nitroprussidleerwertes 
photometriert. Die klare waBrige Phase wird nach dem DurchstoBen einer diinnen 
Deckschicht vorsichtig herauspipettiert und bei 510 my, d = 1 em, gegen den ent- 
sprechend behandelten Nitroprussidleerwert gemessen (Universal-Spektrophoto- 
meter VEB Carl Zeiss, Jena). 

24stdg. aufsteigende Papierchromatographie; Schleicher & Schiill 2043b, 
Butanol/Ameisenséure/Wasser 77:10:13. Getrocknet wird bei Zimmertemperatur. 
Im Kontrollstreifen wird der Substanzfleck ermittelt. Es wird der mit Wasser 
wenig angefeuchtete substanzhaltige Papieranteil in kleine Schnitzel zerschnitten, 
auf einer Mikrofritte G 1 mit 5 m/l Wasser vollig eluiert und das Filtrat wie oben 
gemessen. 


Zusammenfassung 


1. 4-Carboxy-1.3-thiazan und Methionin werden mit Nitroprussid 
umgesetzt und photometriert. Der Farbstoff aus 4-Carboxy-1.3-thiazan 
wird aus der Mischung mit Butano]l ausgeschiittelt und in diesem bei 
400 mu gemessen. Untere Bestimmungsgrenze fiir jeden Stoff 0,6 mg%. 

2. Nach papierchromatographischer Trennung kénnen beide Stoffe 
einzeln mit Nitroprussid gemessen werden. 

3. Der EinfluB von verschiedenen Stoffen und von methodischen 
MaBnahmen auf die MeBwerte wird untersucht und ein Bestimmungs- 
verfahren beschrieben. 

4, 4-Carboxy-1.3-thiazan wird aus Homocystein und Homocystin 
dargestellt, seine Eigenschaften werden beschrieben und einige Abbau- 
produkte nachgewiesen. 
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Summary 


1. 4-carboxy-1.3-thiazan and methionine were reacted with nitro- 
prusside and estimated photometrically. The coloured product from 
4-carboxy-1.3-thiazan was shaken out of the mixture with butanol and 
measured at 400 my. The lowest amount of each material which could be 
estimated was 0,6 mg%. 

2. By chromatographic separation on paper, both materials could 
be measured individually with nitroprusside. 

3. The influence of various materials and methodological pre- 
cautions on the values obtained was investigated and a procedure for 
determination described. 

4. 4-carboxy-1.3-thiazan was prepared from homocysteine and 
homocystine, its properties described, and some degradation products 
referred to. 
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Zink-Komplexe von Purinen, Nucleosiden und Nucleotiden* 
Von 
Giinther Weitzel und Theodor Spehr 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Juni 1958) 


Herrn Prof. K. Felix zum 70. Geburtstag 


Seit Beginn der Purinchemie ist das Bindungsvermégen der Purin- 
kérper fiir Schwermetalle bekannt, jedoch sind Zink-Purin-Verbin- 
dungen bisher kaum bearbeitet worden. Da in den meisten Organen des 
Tierkérpers Zink in relativ hoher Konzentration vorkommt, tritt die 
Frage auf, ob zellvertraute Zink-Purin-Verbindungen existieren und ob 
etwa die Purinkomponenten in Nucleosiden und Nucleotiden 
diesen Verbindungen die Fahigkeit zur stabilen Zinkbindung verleihen. 
Im Hinblick z. B. auf einige gut untersuchte Dehydrogenasen, die fiir ihre 
Funktion Zink und DPN bendtigen, oder hinsichtlich des Zusammen- 
treffens der verschiedenen Nucleosidphosphate mit Zink im 
Muskel erscheint eine Klirung der Frage nach Bildungsméglichkeit, 
Struktur und Stabilitét derartiger Zinkkomplexe erforderlich. Die vor- 
liegende Arbeit befaBt sich demgemaB mit priparativer Darstellung 
und potentiometrischer Stabilitatsmessung der Zinkverbindun- 
gen folgender Substanzen: Adenin, Guanin, Hypoxanthin, Adenosin, 
Guanosin, A3’MP, A5‘’MP, ADP, ATP, CMP und DPN:' 


Ergebnisse 
Praparative Darstellung der Zink-Komplexe 
Zink-Purin-Verbindungen j 
Die sparlichen Angaben der Literatur iiber Zink-Purin-Verbindungen 
beziehen sich auf die Ausfallung von Adenin durch Zinksalze (K ossel!) 
und auf nicht durch Analysen gesicherte Zinkverbindungen von Hypo- 


xanthin? und Xanthin’. Ein Zinkchlorid-Doppelsalz des Xanthins, 
(Xanthin), - ZnCl, lieB sich dagegen in reiner Form gewinnen‘. 





* Es werden folgende Abkiirzungen verwendet: A3’MP und A5’MP = 
Adenosin-3’- bzw. -5’-monophosphat; ADP und ATP = Adenosindi- bzw. -tri- 
phosphat; CMP = Cytidinmonophosphat; DPN = Diphosphopyridinnucleotid; 
ADH = Alkohol-Dehydrogenase. 

1 A. Kossel, diese Z. 10, 248 [1886]. 

2 M. Kriiger, diese Z. 10, 250 [1886]. 

3 A. Schiitz u. B. Umschweif, Biochem. Z. 268, 326 [1934]. 
4H. Bilz u. A. Beck, J. prakt. Chem. 118, 194 [1928]. 
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Eigene Ergebnisse: Die praparative Darstellung und die po- 
tentiometrischen Stabilitaétsmessungen werden durch die ungiinstigen 
Loéslichkeitsverhaltnisse der Purine sehr erschwert. Die Art der Dar- 
stellung muB daher in erster Linie die Léslichkeitseigenarten beriick- 
sichtigen. Zn(Adenin), und Zn(Hypoxanthin), lieBen sich am 
saubersten bei etwa py 10 aus ammoniakalischer, mit NH,Cl gepufferter 
Zinkchloridlésung erhalten. Die Unléslichkeit des Guanins verbot die 
Gewinnung der Zinkverbindung im waBrigen Medium. Zn(Guanin), 
konnte jedoch durch Auflésen von Guanin in Natriummethylat-Losung 
und Zugabe von methanolischer Zinkchloridlésung erhalten werden. 
Diese 1:2-Zinkkomplexe sind simtlich amorph und unléslich in Wasser 
und organischen Lésungsmitteln. Anders verhalten sich die Zink- 
chlorid-Doppelsalze, deren Darstellung im sauren Bereich erfolgt. 
Dabei konnten die folgenden Komplexe gewonnen werden: 


(Adenin - HCl)ZnCl, (Guanin- HCl)ZnCl, 
(Guanin- HCl),ZnCl, (Hypoxanthin),ZnCl, 


Diese Verbindungen sind kristallin und fallen als Hydrochloride an, 
wenn wie bei Adenin und Guanin eine freie Aminogruppe vorhanden ist. 
Hypoxanthin dagegen lieB sich in Zinkchloridlésung auflésen und kristal- 
lisierte als (Hypoxanthin),ZnCl, aus. Diese Purin-Zinkchlorid-Salze 
lésen sich in Wasser und stellen dabei einen schwach sauren py ein. 
Versucht man, durch Alkalizusatz zu neutralisieren, so fallt Zink- 
hydroxyd ab py 6,4 aus. 


Zink-Nucleoside 


In Nucelosiden wie Adenosin und Guanosin begiinstigt die Léslich- 
keitserhohung durch den Riboseanteil zwar das priaparative und potentio- 
metrische Arbeiten, jedoch sind die Aussichten der Gewinnung stabiler 
Schwermetallkomplexe im Vergleich zu den freien Purinen stark herab- 
gesetzt, da der abspaltbare Iminowasserstoff des Imidazolrestes fehlt. 
Die Moéglichkeit einer heteropolaren Schwermetallbindung durch das 
Nucleosid ist daher tiberaus gering; die potentiometrischen Messungen 
ergaben dementsprechend fiir Adenosin und Guanosin keine erkennbare 
Komplexbildung mit Zinkionen in waBriger Loésung. Zink-Nucleosid- 
Komplexe sind erst zu erwarten, wenn durch Beigabe eines passenden 
Anions eine heteropolare Zinkbindung erméglicht wird. Die Herstellung 
eines derartigen gemischten Komplexes gelang uns in Form des 
Adenosin-Zink-oxalates, in welchem das Zinkion an Adenosin 
koordinativ, an die Oxalsiure dagegen heteropolar gebunden ist. Das 
Adenosin-Zink-oxalat lieB sich analysenrein aus methanolischer Lésung 
gewinnen. Die Darstellung entsprechender Verbindungen mit Malon-, 
Bernstein- und Phthalsaure gelang nicht. In waGriger Lésung ist das 
Adenosin-Zink-oxalat nicht bestandig. 
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Versuche zur praparativen Gewinnung einfacher oder gemischter 
Zink-Guanosin-Komplexe fiihrten nicht zum Erfolg. Die erhaltenen 
zinkhaltigen Produkte waren nicht analysenrein. 


Zink-Komplexe von Nucleotiden 


Die folgenden Verbindungen lieBen sich praparativ gewinnen: 


Zn-A3'MP (1:1) Zn-ADP (3:2) 
Zn-A5'MP (1:1) Zn-ATP (2:1) 
Zn-CMP (1:1) Zn-DPN (1:2) 


Als Darstellungsverfahren bewahrten sich die Zinkhydroxyd- 
Methode, die Glycinat-Methode und die Darstellung aus metha- 
nolischer Zinkchlorid-Lésung (Kinzelheiten im experimentellen 
Teil). Die Zink-Nucleotid-Komplexe fielen als farblose, voluminése, 
amorphe Niederschlige an, die nicht zu kristallisieren waren. Bei den 
Zink-Adenosinphosphaten nimmt die Léslichkeit. von ATP tiber ADP 
zu AMP stark ab. In trockenem Zustand zeigen alle diese Nucleotid- 
Zink-Komplexe Alterungserscheinungen, so daB ein erneutes Aufldsen 
in Wasser fast unmoglich wird. 


Potentiometrische Stabilitaétsmessungen 


Potentiometrische Titrationen an einfachen Purinen erwiesen 
sich wegen der Schwerléslichkeit dieser Verbindungen als undurchfiihr- 
bar. Die Nucleoside Adenosin und Guanosin lieBen bei der Titration 
die Fahigkeit zur Komplexbildung mit Zink fast véllig vermissen. Da- 
gegen zeigten die Nucleotide charakteristische Komplexbildungs- 
kurven mit Zink, ahnlich wie sie fiir Natrium, Kalium, Magnesium und 
Calcium von verschiedenen Autoren®-® erhalten wurden. 


Zur Ermittlung von Art und Starke der Zinkbindungen ist die Auf- 
nahme der Neutralisationskurve des Liganden mit und ohne Anwesen- 
heit des zu priifenden Schwermetalls erforderlich. Durch py-Depression 
zeigt sich dabei die Komplexbildung an. Die Komplexbildungskurve 
wurde mit einem 10fachen Metalliiberschu8 aufgenommen und die Be- 
rechnung nach Martell und Schwarzenbach® sowie nach Hearon 
und Gilbert® durchgefiihrt. Die Neutralisationskurve liefert die Dis- 
soziationskonstanten, die man in diesem Falle als den Logarithmus der 
reziproken Aciditaétskonstanten, d.h. als log der Basizitatskonstanten 
definiert. Sie lassen sich nach Auerbach?® bei nicht zu starker Uber- 


5 A. E. Martell u. G.Schwarzenbach, Helv. chim. Acta 89, 653 [1956]. 
6 R.M.Smith u. R. A. Alberty, J. physic. Chem. 60, 180 [1956]. 
7 R.M. Smith u. R.A. Alberty, J. Amer. chem. Soc. 78, 2376 [1956]; 
J. biol. Chemistry 198, 425 [1951]. 
8 N.C. Melchior, J. biol. Chemistry 208, 615 [1954]. 
® J. Hearon u. J. Gilbert, J. Amer. chem. Soc. 77, 2594 [1955]. 
10 F, Auerbach u, E.Smolezyk, Z. physik. Chem., Abt. A 110, 65 [1924]. 
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lappung der Puffergebiete aus der halben Neutralisationsstufe sofort er- 
mitteln. Eine genauere Bestimmung gestattet das graphische Verfahren 
von Schwarzenbach}, 

Zur Berechnung der Komplexstabilititen miissen chemische Struk- 
tur und pxg-Werte des Liganden bekannt sein. Die Adenosinphosphor- 
siuren enthalten neben den freien sauren Gruppen der Phosphatreste 
die Aminogruppe des Adenins, welche in stark saurer Lésung ein Proton 
aufnimmt und es etwa bei py 4 wieder abgibt. AuBerdem erfaBt man 
im Bereich der Titration, also von py 3 bis 10, bei allen Adenosinphos- 
phaten nur ein Proton, welches vermutlich von einer der beiden sauren 
Gruppen des endstindigen Phosphatrestes stammt. Die sauren Gruppen 
der mittelstindigen Phosphatreste im ATP und ADP und die zweite 
saure Gruppe an den endstindigen Phosphatresten sind stark ionisiert 
und schon unterhalb py 3 dissoziiert. Die potentiometrischen Messungen 
sind aber aus Griinden der Glaselektrodenfehler nicht unter py 3 und 
nicht iiber py 10 auszufiihren. 


Auswertung der Titrationskurven 


Die Berechnung der metallfreien und metallhaltigen Titrations- 
kurven erfolgte nach Martell und Schwarzenbach®5, Nach den vor- 
stehenden Ausfiihrungen erfaBt die Titration bei Adenosinphosphor- 
siuren nur zwei Protonen, so daB sich folgende Gleichungen ergeben 
(Z ist der von aciden Protonen freie Ligand): 


Metallfreie Kurven: 





a (AZ) 
H,Z— HZ +H Kuz = Gay 
(HZ) 
HZ— Z+H Ke, = —24_ 
+ HZ = ~(7)(H) 


In Gegenwart von Metallionen-UberschuB ist die Titrationskurve 
wie eine Neutralisationskurve zu behandeln. Die Kurve verlauft bei 
eintretender Komplexbildung entsprechend tiefer. Daraus kénnen die 
,scheinbaren“ pg-Werte (= px’) errechnet werden, die wie folgt 
definiert sind: 


Metallhaltige Kurven: 





— , , — (H,Z) 

H,Z  aaeeal (HZ) + (H) K H,Z ais (HZ)’(H) 
, (HZ)’ 

HZ)'— (Z’)+(H K’nz = s» 
(HZ) (Z’) + (H) HZ = GZ) 


Dabei ist 
(HZ) = (HZ) + (MHZ) = (HZ) -[1 + (M)- KM, 
(ZY =(Z) +(MZ) =(Z)-[1+(M)-K%] 


11 G. Schwarzenbach, A. Willi u. R. Bach, Helv. chim. Acta 30, 1303 
[1947]. 
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Kv, und K*, sind die Stabilitatskonstanten des Adenosin-phos- 
phat-Metallkomplexes. Sie sind definiert als 
mw _ (MHZ) ew (MZ) 
MHz (M) (HZ) MZ (M)(2) 
Diese beiden Konstanten errechnen sich aus den gefundenen Werten 
K'y,z und K'yz, durch Vereinigung der vorstehenden Gleichungen. 


Ergebnisse der potentiometrischen Titrationen 

Die Abbildung zeigt die Titrationskurven, bei denen auf der Ordi- 
nate die py-Werte, auf der Abszisse die n’-Werte aufgetragen sind. Der 
Wert n’ ist definiert als durchschnittliche Anzahl der Protonen, die an 
den Liganden gebunden sind. Daher nimmt 7’ mit steigendem py fort- 
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laufend ab. Zum Vergleich und zur Kontrolle der Methode wurde zu- 
sammen mit den Zink-Komplexen auch die Stabilitat der Magresium- 
Adenosinphosphate ermittelt, welche bereits von Schwarzenbach® 
untersucht wurden. Es ergab sich bei den Magnesiumkomplexen gute 
Ubereinstimmung mit den von Schwarzenbach angegebenen Werten. 
Die in der Abbildung wiedergegebenen Titrationskurven von A3’MP, 
ADP, ATP, CMP und DPN umfassen daher die Neutralisationskurve 
des Liganden, die Kurve des Magnesiumkomplexes und diejenige des 
Zinkkomplexes. 

Die aus den Titrationskurven ermittelten Werte sind in den Tab. 1 
bis 6 zusammengestellt, wobei die entsprechenden Werte der Literatur, 
soweit vorhanden, zum Vergleich angefiigt sind. In Tab. 1 findet man 
die aus den Neutralisationskurven ermittelten px-Werte von A3’MP, 
ADP und ATP, wahrend Tab. 2 iiber die ,,scheinbaren px-Werte“ 
(= pr’) in Gegenwart von 10fachem Metalliiberschu8 AufschluB gibt. 


Tab. 1. px-Werte der KOH-Neutralisatio:: von A3’MP, ADP und ATP 
(aufgenommen in 0,1-n. KCl bei 25°). 








Ligand Aminogruppe des Adenins Endstandiger Phosphatrest 
(log Ku,2) (log Kuz) 
AMP 8s. Gs 3,93 6,55 
2 0) il eR 4,21 6,61 
ME Oy oP oe. Je 4,26 6,73 








Tab. 2. Scheinbare px-Werte (== px’) in Gegenwart von 10fachem Metall- 
iiberschuB (aufgenommen in 0,1-n. KCl bei 25°). 




















; Molare Konz. . te 
Ligand | Metall yes Tisenden log K’u,z | log K’uz 
A3’MP Mg 5,34 - 10-3 3,93 6,30 
Zn 5,23 - 10-3 3,91 6,02 
ADP Mg 3,17 - 10-8 4,16 5,86 
Zn 3,20 - 10-3 3,98 5,19 
ATP Mg 3,10 - 10-3 4,12 5,35 
Zn 3,25 - 10-3 3,83 4,91 


Tab. 3 enthalt die Stabilitatskonstanten fiir den Magnesium-, Cal- 
cium- und Zinkkomplex der Adenosin-monophosphorsiauren. Man 
erkennt, daB die Stabilitaétskonstante des Zinkkomplexes betrichlich 
hoher liegt als die Konstante des Magnesium- und Calciumkomplexes. 

Tab. 4 bringt die Stabilitatskonstanten der Magnesium-, Calcium- 
und Zinkkomplexe des Adenosindiphosphates. Auch hier weist der 
Zinkkomplex in seinen beiden Stufen eine erheblich héhere Stabilitat 
auf als der Magnesium- und der Calciumkomplex. Vergleicht man die 
Zinkkomplexe von ADP und A3’MP, so zeigt ADP die stirkere Zink- 
bindung. 
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Tab. 3. Stabilitatskonstanten der Magnesium-, Calcium- und Zink-Komplexe hs 
von A3’MP und A5’MP (mit Werten anderer Autoren zum Vergleich). “i 
s 
Ligand Metall | K a y Literaturzitat be 
A5’MP Mg 2,14 Eigene Messungen 
1,69 lcd VC 
1,69 l.c.® bei 25° u. uw = 0,2 p 
A3’MP Mg 1,73 Kigene Messungen ne 
A5’MP Ca 1,41 i.° ai 
1,43 l.c.® bei 25° u. wu = 0,2 dh 
A3’MP Zn 2,69 Eigene Messungen 
A5’MP | Zn —_* ee v 
* Nicht auswertbar wegen Unldslichkeit des Zn-A5’MP ab py 5. gi 
ge 
Tab. 4. Stabilitatskonstanten der Magnesium-, Calcium- und Zink-Komplexe : | 
von ADP (mit Werten anderer Autoren zum Vergleich). 4 
: ( 
An ADP gebun- M >M 1 
denes Metall Kuz Kyrnz Autor I 
Magnesium 3,09 1,44 l.c.® bei 25° und uw = 0,2 rs 
2,56 - c.4* 4 — 0,2 
3,11 1,50 l.c.5 iz 
3,23 1,58 Eigene Messungen 
Calcium 3,74 ~- Lc. on — 01 
2,78 el le.8 
3,03 ~ lc. 2* 
Zink 4,13 2,34 Eigene Messungen 
‘ 
In Tab. 5 sind die Stabilitaétskonstanten der Magnesium-, Calcium- t 
und Zinkkomplexe von Adenosintriphosphat zusammengefaBt. 1 
Tab. 5. Stabilitatskonstanten der Magnesium-, Calcium- und Zink-Komplexe J 
von ATP (mit Werten anderer Autoren zum Vergleich). 
An ATP gebun- M >M 
denes Metall Kyz Kyruz Autor 
Magnesium 3,47 1,49 l.c.® bei 25° und w = 0,2 
2,92 — Lc? nn OZ 
4,30 -— 1.c.35 
4,00 2,00 lie:5 
4,04 2,16 Eigene Messungen 
Calcium 4,07 _ le.8 w = 0,1 
3,60 1,8 le.5 | 
Zink 4,76 2,75 |  Eigene Messungen 
2 K. Burton u. H. A. Krebs, Biochem. J. 54, 94 [1953]. 
13 V. DiStephano u. W. F. Neumann, J. biol. Chemistry 200, 759 [1953]. 
4 R. Ham, Biochem. Z. 328, 309 [1956]. 
15 N.C. Melchior, private Mitteilung. 
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Auch hier ergibt sich wieder, daB die Zinkkomplexe deutlich stabiler 
sind als die Komplexe der beiden Erdalkalien. Im Vergleich zu ADP 
weist der Zinkkomplex von ATP eine weitere Erhéhung der Stabili- 
tat auf. 

Aus dem priparativen Teil (s. S. 214, 225) dieser Arbeit geht her- 
vor, da& wir auch von Cytidinmonophosphat und Diphospho- 
pyridinnucleotid Zinkkomplexe isolieren konnten. DPN liegt trotz 
seiner zwei freien Phosphat-Hydroxyl-Gruppen einbasig vor'®, woraus 
sich die Zyusammensetzung des Komplexes DPN:Zn = 2:1 erklaren 
diirfte. In Tab. 6 sind von CMP und DPN die pg-Werte und die px- 
Werte sowie die Stabilitaétskonstanten der Zinkkomplexe zusammen- 
gestellt. Wie schon aus den Titrationskurven (s. Abbildung) hervor- 
geht, ist die Komplexbildung mit Zink nur schwach ausgepragt. Die 
Stabilitaétskonstanten der Zinkkomplexe beider Liganden erreichen bei 
weitem nicht die Werte von ATP und ADP, sondern liegen im Bereich 
der Stabilitaét des AMP-Zinkkomplexes. 


Tab. 6. px- und px’-Werte von CMP und DPN und deren Stabilitaétskonstanten 
(Titrationen von CMP und DPN mit 10fachem Zn-UberschuS8). 














Ligand | log K H9z log Kuz log K’ Ho | log K’nz | Ky 
CMP 4,35 6,35 4,35 5,85 * 2,54 
DPN — 3,76 3,72 2,06 





* Wert ist interpoliert. 


Mit der gleichen Titrationsmethode ist DPN von Wallenfels 
und Sund”’ gegeniiber Zink untersucht worden. Die von ihnen ermit- 
telte Stabilititskonstante des Zink-DPN-Komplexe betragt 1,39. Dieser 
Wert liegt noch erheblich unter der von uns gefundenen Konstante; 
jedoch muB man beriicksichtigen, daB die Titration derartig schwacher 
Komplexe bereits durch geringfiigige Unterschiede in der Versuchs- 
anordnung stark beeinfluBt wird. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die Versuche zur praparativen Darstellung von Zink-Purin-Kom- 
plexen zeigen, daB das Bindungsvermégen der Purine fiir Zink weit 
geringer ist als dasjenige des Imidazols und seiner einfachen Derivate’®. 
Noch geringer ist die Zinkaffinitét bei den untersuchten Nucleosiden, 
da durch die Verkniipfung mit Ribose der Iminowasserstoff des Imidazol- 
kerns nicht mehr vorhanden ist. Erst durch die Phosphorsiurereste in 
16 F. Schlenk u. H. v. Euler, Fortschritte der Chemie organischer Natur- 
stoffe, Springer-Verlag, Wien 1938, S. 99. 

17 K. Wallenfels u. H.Sund, Biochem. Z. 329, 41 [1957]. 

18 G. Weitzel u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 305, 1 [1956]; G. Weitzel, 
F. Schneider, A.-M. Fretzdorff u. H.-E. Heyke, ebenda 307, 14 [1957]. 
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den Nucleotiden werden nennenswerte Metallaffinitaten erreicht. Simt- 
liche in der vorliegenden Arbeit praiparativ gewonnenen Zink-Nucleotid- 
Komplexe zeigten trotz anfanglicher guter Wasserléslichkeit Alterungs- 
erscheinungen nach der Abscheidung. Waren sie einmal getrocknet, so 
konnten sie nicht oder nur in Spuren wieder in Lésung gebracht werden. 
Dies deutet auf starke Hydratation in wiBriger Lésung und auf koor- 
dinative Beteiligung von Wassermolekiilen an der Komplexbildung. 
Ahnliche Erscheinungen beobachteten wir auch an Zinkkomplexen von 
Histidylpeptiden?®. 

Die priparativ dargestellten Zink-Nucleotid-Komplexe besitzen 
Zinkgehalte, wie sie aus der Zahl der sauren Gruppen des betreffenden 
Nucleotids zu erwarten sind. Dementsprechend bindet das 2-basige AMP 
1 Zinkion, das 3-basige ADP 11/, und das 4-basige ATP 2 Zinkionen pro 
Molekel. DPN mit nur einer funktionsfihigen basischen Gruppe enthilt 
1/, Zinkion pro Mol, waihrend das 2-basige CMP — ebenso wie AMP — 
1 Zinkion aufnimmt. 

Diese in den praparativ dargestellten Zinksalzen vorhandenen 
Metall-Ligand-Relationen lassen sich nicht ohne weiteres auf die potentio- 
metrischen MeBergebnisse tibertragen. Denn die potentiometrische Titra- 
tion beriicksichtigt nur die Komplexe MZ und MHZ, wobei das Proton 
des MHZ an die 6-Aminogruppe des Adenins gebunden ist. Aus den 
Titrationskurven von AMP, ADP und ATP geht die komplexe Bindung 
je eines Zinkions an den Liganden hervor, wobei die in den Tab. 3—5 
aufgefiihrten MeBwerte den Anstieg der Stabilitaét der Zinkkomplexe 
von AMP iiber ADP zu ATP erkennen lassen. Die Zunahme der Stabi- 
litaétskonstanten der Zinkkomplexe mit steigender Anzahl] der Phosphat- 
reste diirfte zwei verschiedene Griinde haben: Erhéhung des negativen 
Charakters durch Hinzukommen saurer Gruppen und sterische Be- 
giinstigung der Komplexbildung durch eine Zuriickfaltung der Phosphat- 
reste. Diese Faltung der Phosphatreste nach dem Ribose- und Adenin- 
anteil hin ist von Melchior® angenommen und von Levedahl und 
James?” berechnet worden. Am Stuart-Modell von ADP und ATP 1]aBt 
sich dieses Zuriickfalten gut demonstrieren, wobei das Zinkion einen 
Platz innerhalb der zuriickgefalteten Phosphatkette einnehmen kann. 

Von besonderem biologischem Interesse ist der Vergleich mit den 
Stabilitétskonstanten der Magnesium- und Calcium-Komplexe der ge- 
priiften Nucleotide. Eindeutig ergibt sich, da Zink in jedem Fall fester 
gebunden wird als die beiden Erdalkalimetalle. Bereits Neuberg?! hat 
eindringlich darauf hingewiesen, da8 durch ATP ebenso wie durch die 
anorganischen kondensierten Phosphorsiuren unlésliche Schwermetall- 
(auch Zink-)salze als Komplexe gelést werden, so daB biologisch wichtige 





19 G. Weitzel, F. Schneider u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 307, 23 [1957]. 

20 H. Levedahl u. U. James, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 21, 
298 [1956]. 

21 C. Neuberg u. I. Roberts, Arch. Biochemistry 20, 185 [1949]; C. Neu- 
berg u. I. Mandl, ebenda 28, 499 [1949]. 
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Metalle auf diese Weise transportfihig sind. Raaflaub* zeigte durch 
Vergleichsversuche mit Komplexonat, daB ATP-Effekte vielfach auf 
einer Komplexbildung mit Ca- oder Mg-Ionen beruhen. Wie aus unseren 
Messungen hervorgeht, muB man jedoch bei ATP-Enzym-Reaktionen 
neben den Erdalkalimetall-Komplexen den wesentlich stabileren Zink- 
ATP-Komplex ernsthaft in Betracht ziehen. Fiir den Muskelstoffwechsel 
hat Ham bereits die komplexe Bindung des Calciums und des Zinks 
durch ATP als Grundlage der Weichmacherwirkung von ATP (und ADP) 
angenommen. 

Neben den Adenosinphosphaten bringt die vorliegende Arbeit die 
Stabilitétskonstante des Zink-Cytidinmonophosphates. Der gefundene 
Wert fiir Zink-CMP (2,54, Tab. 6) ist praktisch identisch mit dem fir 
Zink-AMP ermittelten Wert (2,69, Tab. 3). Daraus folgt, daB die ver- 
schiedene Struktur der beiden Purinbasen Cytidin und Adenin die 
Stabilitat des Zinkkomplexes nicht beeinfluBt. Nimmt man die oben 
erwihnte Zunahme der Komplexstabilitiéten mit wachsender Zahl der 
Phosphatreste sowie das praktisch vollige Verschwinden der Komplex- 
bildungstendenz bei den phosphatfreien Nucleosiden hinzu, so fiihren 
unsere MeBergebnisse zu dem SchluB, daB die Stabilitat der Zink- 
komplexe von Nucleotiden praktisch vollstandig eine Funk- 
tion der Phosphatreste ist. Etwaige von der Basenkomponente 
beigesteuerte koordinative Bindungskrafte fallen nicht ins Gewicht. 
Eher wire noch an einen negativierenden Einflu8B der OH-Gruppen des 
Riboserestes zu denken, da Polyhydroxylverbindungen bekanntlich als 
sehr schwache Sauren fungieren kénnen. 

Nach den fiir die Adenin- und Cytidin-Nucleotide erhaltenen MeB- 
ergebnissen nimmt es nicht wunder, da DPN nur sehr schwache Zink- 
affinitaét zeigt. Die ermittelte Stabilitaétskonstante (2,06, Tab. 6) ist sehr 
gering; Wallenfels und Sund?!’ fanden einen noch geringeren Wert 
(1,39). Dieser niedrige Wert wird verstaindlich, wenn man wiederum 
nur die Phosphatreste als Orte der Zinkbindung ansieht, Denn da DPN 
als 1-basige Séiure fungiert, miiBte seine Stabilitatskonstante fir Zink 
im Bereiche des Zink-AMP-Komplexes zu suchen sein, was in der Tat 
zutrifft. 

Die MeBergebnisse der vorliegenden Arbeit gestatten Riickschliisse auf 
die Art der Bindung von DPN an zinkhaltige Dehydrogenasen. 
Die in dieser Hinsicht am besten untersuchte Alkohol-Dehydrogenase 
enthalt pro Molekel vier™* bzw. fiinf** Zinkionen, die sehr fest am Fer- 
ment, vermutlich merkaptidartig, gebunden sind. Die Annahme lag nahe, 
daB DPN mit Hilfe von ,,Zinkbriicken“ an die ADH gebunden sei und 


22 J. Raaflaub, Helv. physiol. pharmacol. Acta 12, 88 [1954]; Helv. chim. 
Acta 88, 27 [1955]. 

23 R. Ham, Biochem. Z. 328, 309 [1956]. 

24 B. Vallee u. F. Hoch, J. Amer. chem. Soc. 77, 821 [1955]. 

25 K. Wallenfels, H.Sund, A. Faessler u. W. Burchard, Biochem. Z. 
$29, 31 [1957]. 
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im Rahmen dieses terniren Zinkkomplexes die Wasserstoffiibertragung 
erfolge. DaB es sich dabei um eine Hydridverschiebung handelt, ist von 
Wallenfels” vermutet und von Mahler und Douglas?’ mit Hilfe 
von Deuterium bewiesen worden. Die Natur des hypothetischen ternairen 
Zinkkomplexes ist jedoch unklar. Wallenfels®® nimmt an, daB das 
Zinkion hauptvalent vom Schwefel des Fermentproteins und nebenvalent 
von der Aminogruppe und einem weiteren Stickstoff der Adenin- 
komponente des DPN gebunden wird, wogegen die Phosphatreste des 
DPN nicht zur Zinkbindung herangezogen werden. Im Gegensatz dazu 
schlugen Kaplan und Mitarbeiter > eine DPN-Zink-Fermentverbindung 
vor, in welcher Zink hauptvalent durch ein Schwefelatom des Proteins 
und zugleich durch den Phosphatrest des DPN gebunden wird. 


Uberblickt man die beim ADH-Zink-DPN-System fiir die Zink- 
bindung in Frage kommenden Atomgruppen, so steht auf der Seite des 
Fermentproteins die Thiolgruppe an der Spitze, waihrend auf der 
Seite des DPN eine saure Gruppe des Phosphatrestes, jedoch kaum 
die Adenosinkomponente zur Zinkbindung befahigt sind. Denn alle bis- 
herigen Versuche, durch praparative Darstellung gemischter Adenosin- 
Zink-R-Komplexe Modelle fiir das DPN-Zink-ADH-System zu finden. 
haben nicht zu den zu fordernden, in Wasser stabilen Komplexen ge- 
fiihrt. Weder die von Wallenfels und Sund” beschriebenen terniren 
Zink-R-Komplexe (R = Dithiolverbindung) noch das vorstehend von 
uns beschriebene Adenosin-Zink-oxalat zeigen in Wasser die erforder- 
liche hohe Komplexstabilitaét. Eine Komplexbildung zwischen Zink und 
Adenosin allein konnten wir nicht nachweisen; dementsprechend ist die 
fiir Zink-Adenosin angegebene Komplexbildungskonstante = 1,51!” ab- 
norm niedrig; sie diirfte fiir biologische Verhaltnisse uninteressant sein. 
Es ist daher wenig wahrscheinlich, daB lediglich die koordinativen Bin- 
dungskrafte der Adeninkomponente im DPN eine feste Bindung des 
DPN an das Zink der ADH bewirken kénnen. 


Aber auch die oben erwihnte Kaplansche Vorstellung, welche zur 
Zinkbindung die Phosphatreste des DPN heranzieht, befriedigt nicht, 
weil die Zinkaffinitaét der gesamten DPN-Molekel iiberaus gering ist, 
wie aus der Bestimmung der Stabilititskonstante hervorgeht (s. 0.). Es 
tritt daher die Frage auf, ob nicht andere Bindungskriafte, die mit Zink 
nichts zu tun haben, fiir die Bindung des DPN an das Ferment verant- 
wortlich sind. Hierfiir spricht, daB eine Anzahl von DPN-abhingigen 
Dehydrogenasen bekannt ist, die ohne Beteiligung von Zink DPN fest zu 
binden vermégen. Da der Pyridinanteil des DPN Sulfhydrylverbindungen 
addieren kann und alle DPN-abhingigen Dehydrogenasen geniigend freie 





26 K. Wallenfels u. H. Sund, Angew. Chem. 67, 517, 787 [1955]; Biochem. 
Z. 329, 59 [1957]. 

27 H. Mahler u. J. Douglas, J. Amer. chem. Soc. 79, 1159 [1957]. 

28 J.v. Eys, N. Kaplan u. M. Ciotti, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 28, 574, 587 [1957]. 
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SH-Gruppen zu besitzen scheinen?®, kénnte den letzteren eine zwei- 
fache Aufgabe zufallen: teils Zinkbindung, teils DPN-Bindung. Wir 
méchten daher vorliufig annehmen, daB im Falle der zinkhaltigen, 
DPN-abhangigen Dehydrogenasen Zink wohl fiir den Mechanismus der 
Wasserstoffiibertragung, jedoch nicht fiir die feste Bindung des DPN 
an das Fermentsystem verantwortlich ist. 


Beschreibung der Versuche 
Substanzen 


Adenin, Hypoxanthin und Guanin von Hoffmann-LaRoche; Adenosin, 
A3’MP und CMP: Biochemica-Praiparate; ADP NaH, -2H,O und ATP Na,H, - 
4H,O von Pabst Laboratories, Milwaukee; DPN: ,,DPN 95° von Boehringer, 
Mannheim; A5’MP von Chemiewerk Homburg. 

Besonders hohe Reinheitsanspriiche waren an AMP, ADP, ATP und DPN 
zu stellen. Die Kontrolle erfolgte papierchromatographisch nach Carter und 
Mitarbb.2°. ATP und ADP (Pabst) konnten als rein angesehen werden; denn nur 
geringste Spuren von Verunreinigungen waren chromatographisch nachzuweisen. 
Auch das ,,DPN 95%‘ (Boehringer) zeigte einen hohen Reinheitsgrad. Dagegen war 
ATP (Boehringer) nicht frei von betraichtlichen Anteilen AMP und ADP, so dai 
es zur Bestimmung der Stabilitatskonstanten nicht geeignet erschien. 


Analysen 

Die Metallanalysen erfolgten komplexometrisch. 

Die Stickstoffbestimmungen wurden nach Kjeldahl durchgefiihrt 
unter Anwendung des Aufschlu8verfahrens nach Beet*!. Dabei wird die Substanz 
mit heiBer Schwefelsiure und geringen Mengen Kaliumpermanganat in 2 bis 4 Min. 
aufgeschlossen. Auch heterocyclischer Stickstoff wird dabei erfaBt. Die Destillation 
erfolgt in einem Geraét nach Parnas- Wagner und beansprucht eine Destillations- 
zeit von 6 Min. 

Die Chloridbestimmungen wurden mit m/100-AgNO, potentiometrisch 
ausgefiihrt (pH-Meter 22, Radiometer Kopenhagen). 


Darstellung der Zinkverbindungen 

Zn(Adenin),: 0,2009 g Adenin werden in 20 ccm n-NH,OH gelost, dazu 
0,43 ccm einer m-ZnSO,-Lésung gegeben. Die Lésung bleibt klar, pq ungefahr 10. 
Nach 12 Stdn. hat sich im Kiihlschrank ein weiBer amorpher Niederschlag ge- 
bildet, der abzentrifugiert wird. Dreimal waschen mit wenig 95-proz. Methanol. 
Trocknen im Vak. bei 50°. Ausbeute 70% d. Th. 

ZnC, 9H No (333,6) Ber.N 41,99 Zn19,60 Gef.N 41,66 Zn 19,63 

Zn(Hypoxanthin),: 0,2032 g Hypoxanthin werden in 30 ccm 1-n. NH,OH 
gelést und 10 ccm 25-proz. NH,Cl hinzugegeben. 0,43 ccm ebenfalls in NH,OH 
geléster m-ZnCl,-Lésung 148t man langsam unter Riihren zutropfen. Der ent- 
standene Niederschlag wird mit einem Tropfen konz. NH, aufgelést und das 
yanze nach Zugabe von 5 ccm Methanol in den Eisschrank gestellt. Nach 2 Tagen 
ist ein weiBer Niederschlag ausgefallen, der abzentrifugiert und mit Methanol ge- 
waschen wird. Trocknen im Vak. bei 110°. Ausbeute 50%. 

ZnC,,H,N,O0, (335,6) Ber. N 33,39 Zn 19,48 Gef. N 33,05 Zn 19,36 


29 J. v. Eys u. N. Kaplan, J. biol. Chemistry 228, 305 [1957]. 

30 W. E. Cohn u. C. E. Carter, J. Amer. chem. Soc. 72, 4273 [1950]; W. E. 
Cohn, ebenda 72, 1417 [1950]. 
31 A, E. Beet, Nature [London] 175, 513 [1955]. 
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Zn(Guanin),: 0,1886 g Guanin werden in 50 ccm einer Natriummethylat- 
Lésung aufgelést. Nicht geléstes Guanin wird abfiltriert und nochmals in frischem 
Na-Methylat gelést. Man gibt einen Uberschu8 an methanolischer ZnCl,-Lésung 
dazu. Nach 12 Stdn. ist in der Kalte ein amorpher weiBer Niederschlag ausgefallen, 
der abzentrifugiert und mit Methanol gewaschen wird. Trocknen im Vak. bei 110°, 
Ausbeute 40%. 

ZnC,9HgN 190, (365,6) Ber. N 38,32 Zn 17,89 Gef. N 38,01 Zn 18,01 


(Adenin-HCl)ZnCl,: 0,1909 g Adenin werden in 1 cem n-HCl in der Hitze 
gelést. Die Lésung wird mit 3 g ZnCl,, gelést in 5 cem Wasser, versetzt. pH 1—2. 
Nach 12 Stdn. fallen in der Kalte Kristalle aus, die abgesaugt und zweimal mit 
eiskaltem Methanol (95-proz.) gewaschen werden. Trocknen im Vak. bei 110°. 
Ausbeute 40%. 

C;H,;N;:HCl- ZnCl, (307,9) Ber. Cl 34,54 Zn 21,23 Gef. Cl 34,60 Zn 21,38 


(Guanin - HCl)ZnCl,: 0,2360 g Guanin werden in 6 cem Wasser suspen- 
diert und dazu 2 g ZnCl, gegeben. Der Ansatz wird mit zwei Tropfen konz. Salz- 
siure gelést (py 1). Im Eisschrank fallen innerhalb von 12 Stdn. Kristalle aus, die 
abfiltriert und zweimal mit eiskaltem Methanol (95-proz.) gewaschen werden. 
Trocknen bei 110°. Ausbeute 50%. 


C;H;N,;O - HCl - ZnCl, (323,9) Ber. Cl 32,84 Zn 20,18 Gef. Cl 32,83 Zn 20,19 


(Guanin -HCl),ZnCl,: Zu 0,3017 g Guanin, in 3 ccm Wasser suspendiert, 
wird gerade so viel n-HCl hinzugefiigt, da8 Guanin in Lésung geht. Ein groBer 
UberschuB von ZnCl, (5g in 7 ccm Wasser) wird hinzugegeben. Im Eisschrank 
bilden sich reichlich Kristalle, die nach 10 Stdn. abgesaugt und dreimal mit eis- 
kaltem Methanol (95-proz.) gewaschen werden. Ausbeute 45%. 
(C3;H;N;O).-2HCl- ZnCl, (511,5) Ber. Cl 27,73 Zn 12,78 Gef. C127,41 Zn 12,63 


(Hypoxanthin),ZnCl,: 0,5 g Hypoxanthin werden in Wasser suspendiert. 
Die Suspension wird so lange mit ZnCl, versetzt, bis sie vollkommen klar erscheint. 
Auf Zusatz von 3 ccm Alkohol fallt ein weiBer Niederschlag aus, der abfiltriert 
wird. Trocknen im Vak. bei 110°. Ausbeute 40%. 
(C;H,N,O),: ZnCl, (408,5) Ber. C1 17,35 Zn 16,00 Gef. C117,46 Zn 16,34 


Adenosin-Zink-oxalat (1:1:1): 0,0522 g Oxalsaure und 0,1104 g Adenosin 
werden zusammen in 10 ccm Methanol (95-proz.) gelést. Man gibt dazu die aqui- 
valente Menge methanol. 0,1-n. ZnCl,-Lésung (4,1 ccm). Beim Abkihlen fallt ein 
Niederschlag aus, von dem man nach 12 Stdn. abzentrifugiert. Mit Methanol wird 
zweimal gewaschen und bei 110° im Vak. iiber CaCl, getrocknet. Ausbeute 80%. 


C19H,3N50, - ZnC,0,(420,6) Ber. N 16,66 Zn 15,54 Gef. N 16,36 Zn 15,33 


Zink-Adenosin-3’-monophosphat (1:1): 

a) Glycinatmethode: 0,0430 g A3’MP werden in 2 com Wasser gelést (px 2,75). 
Man gibt die aquivalente Menge (0,0136 g) Zn-Glycinat zu. Es scheidet sich ein 
flockiger Niederschlag ab. Die Lésung hat jetzt py 4,4. Mit n/10-NaOH wird auf 
pu 7,08 titriert. Der Niederschlag wird abzentrifugiert und dreimal mit 95-proz. 
Methanol gewaschen. Trocknen im Vak. bei 60°. Ausbeute 10%. 

b) Zinkhydroxydmethode: 0,0767 g A3’MP werden mit etwas weniger als 
einem Aquivalent frisch gefallten Zinkhydroxyds langere Zeit gut durchgeriihrt. 
Der px betraigt 2,60 vor Zugabe des Zinkhydroxyds. Nach dreistiindigem Riihren 
wird der sich bildende flockige Niederschlag abzentrifugiert und mit Wasser und 
Methanol gewaschen. Ausbeute 80%. 

c) Darstellung aus methanolischer Lésung: 0,06978 g A3’MP werden in 
l ccm Wasser gelést, mit 4 ccm Methanol versetzt und ein Uberschu8 methano- 
lischer ZnCl,-Lésung zugegeben. Der weiBe Niederschlag wird abzentrifugiert und 
mit Methanol dreimal gewaschen. Trocknen bei 110° im Vak., Ausbeute 80%. 


ZnC,oH;,N,0,P (410,6) Ber.N 17,06 Zn 15,92 Gef. N 16,82 Zn 16,16 
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Zink-Adenosin-5’-monophosphat (1:1): 0,037 g A5’MP werden in 
2ccm Wasser gelist (py3). Dazu gibt man einen geringen Unterschu8 an 
frisch gefalltem Zn(OH),. Man riihrt zwei Stunden. Der anfanglich voluminése 
gallertige Niederschlag wird nach und nach fein amorph. Abzentrifugieren, 
waschen, bei 80° im Vak. trocknen. Ausbeute 70%. 


ZnC, 9H,,N;0,P (410,6) Ber.N 17,06 Zn 15,92 Gef. N 17,36 Zn 16,13 


Zink-Adenosindiphosphat (3:2): 0,022 g ADP werden in 1 ccm Wasser 
gelést. Dazu gibt man einen Uberschu8 an ZnCl,-Lésung, die 30°, Methanol ent- 
halt. Mit weiterem Methanol gelingt es, einen weiBen Niederschlag auszufallen, 
der sich in feuchtem Zustand noch gut in Wasser lost. Der Niederschlag wird mit 
Methanol (95-proz.) dreimal gewaschen und iiber CaCl, getrocknet. Ausbeute 80%. 


ZnCopHo4NjoOaoP, (1044,5) Ber.N 13,42 Zn 18,77 Gef.N 13,30 Zn 18,49 


Zink-Adenosintriphosphat (2: 1): 0,0303 g ATPH,Na, werden in 1 ccm 
Wasser gelést und durch einen Austauscher, Dowex 50 H-Form, geschickt (Saule 
5x lem). Das Filtrat wird mit frisch gefalltem und gut gereinigtem Zn(OH), so 
lange versetzt, bis sich kein Hydroxyd mehr lést. Nach 2-stdg. Riihren wird vom 
iiberschiissigen Hydroxyd abfiltriert und das Filtrat im Vak. eingeengt. Der 
Flissigkeitsrest wird mit wenig Methanol versetzt und dabei ein weiBer Nieder- 
schlag ausgefallt. Der Niederschlag lést sich wieder in Wasser. Die Lésung hat 
einen pH-Wert von 7,2. Mit Methanol 148t sich der Niederschlag wieder ausfallen. 
Trocknen im Vak. iiber CaCl, bei 20° und 300 Torr. Ausbeute 50%. 


Zn4C,oHj2N;0,3P; (633,9) Ber. N 11,04 Zn 20,63 Gef. N 10,91 Zn 20,87 


Zink-Cytidinmonophosphat (1:1): 0,0090g CMP werden in 1 ccm 
Wasser gelést und mit einem Uberschu8 methanol. ZnCl,-Lésung versetzt. Ein 
weiBer Niederschlag fallt aus, der abzentrifugiert und dreimal mit Methanol 
(95-proz.) gewaschen wird. Trocknen bei 110° im Vak. 50 Torr. Ausbeute 80%. 


ZnC,H,,N,0P (386,6) Ber. N 10,87 Zn 16,92 Gef. N 10,77 Zn 16,64 


Zink-Diphosphopyridinnucleotid (1:2): 0,013846 g DPN werden in 
lccm Wasser gelést und mit einem Uberschu8 an frisch gefalltem und gut ge- 
reinigtem Zn(OH), versetzt und 2 Stdn. lang geriihrt. Vom flockigen Nieder- 
schlag, der iiberschiissiges Zinkhydroxyd enthialt, wird abfiltriert und die Lésung, 
die den pp-Wert 6,9 hat, eingeengt. Mit Aceton wird aus dem eingeengten Filtrat 
ein weiBer amorpher Niederschlag gefallt, der abzentrifugiert und mit Methanol 
und Ather gewaschen wird. Trocknen im Vak. bei 50°. Ausbeute 70%. 


ZnCygHgoN4OoeP; (1390,3) Ber. N 14,10 Zn 4,70 Gef. N 14,13 Zn 4,87 


Ausfiihrung der potentiometrischen Titrationen 


Potentiometer: ,,pH-Meter 22‘‘, Radiometer (Kopenhagen). Elektroden: Beck- 
man-Glaselektrode Typ 4990-73 und Kalomel-Elektrode ,,Radiometer k 400‘. — 
Die Titration erfolgte in 0,l-n. KCl mit CO,-freier 0,1-n. KOH. Durch minimales 
Nachsickern der KCl-Lésung aus der Kalomelelektrode in einem pordsen Asbest- 
faden und Erneuern der Grenzflaichen vor jeder Titration verhinderte man die 
Ausbildung eines Diffusionspotentiales. Als Birette bewahrte sich die ,,Agla- 
Syringe“‘, welche die Zugabe von Fliissigkeitsmengen bis zu 0,0002 ccm erlaubt. 
Man titrierte in einem thermostatisierten Durchlaufgefi8, durch das ein CO,- 
freier N,-Strom perlte, bei 25° + 0,01°, und auBerdem in einem auf 25° konstant 
gehaltenen Raum. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 313 15 
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Zusammenfassung 


Die praparative Darstellung der folgenden analysenreinen 
Zinkverbindungen wird beschrieben: 


Zink-Adenin (1:2) Adenosin-Zink-oxalat (1:1:1) 
Zink-Hypoxanthin (1:2) Zink-Adenosin-3’-monophosphat (1:1) 
Zink-Guanin (1:2) Zink-Adenosin-5’-monophosphat (1:1) 
(Adenin- HCl)ZnCl, Zink-Cytidin-monophosphat (1:1) 
(Hypoxanthin),ZnCl, Zink-Adenosin-diphosphat (3:2) 
(Guanin- HCl)ZnCl, Zink-Adenosin-triphosphat (2:1) und 
(Guanin- HCl),ZnCl, Zink-Diphosphopyridinnucleotid (1:2) 


Potentiometrische Stabilitatsmessungen lassen bei Adenosin 
und Guanosin Zinkbindung fast véllig vermissen. Dagegen zeigen die 
Zink-Nucleotide mit zunehmender Zahl der Phosphatreste einen Anstieg 
der Stabilitétskonstanten. Die potentiometrische Titration ergibt, dal 
die Zinkbindung der Nucleotide praktisch nur auf die Phosphatkompo- 
nente zuriickgeht. Im Vergleich zu den ebenfalls bestimmten Stabilitats- 
konstanten der Magnesium- und Calcium-Komplexe besitzen die Zink- 
komplexe durchweg hohere Stabilitat. 

Die Komplexbildungskonstante fiir Zink-DPN ist so gering, dah 
eine feste Bindung von DPN an zinkhaltige Dehydrogenasen tiber dieses 
Metallion unwahrscheinlich ist. 


Summary 


Directions are given for preparing the following analytically pure 
zine complexes: 


Zine-Adenine (1:2) Adenosine-Zinc-oxalate (1:1:1) 
Zinc-Hypoxanthine (1:2) | Zine-Adenosine-3’-monophosphate (1:1) 
Zine-Guanine (1:2) Zinc-Adenosine-5'-monophosphate (1:1) 
(Adenine - HCl)ZnCl, Zine-Cytidine-monophosphate (1:1) 
(Hypoxanthine),ZnCl, Zinc-Adenosine-diphosphate (3:2) 
(Guanine - HCl)ZnCl, Zinc-Adenosine-triphosphate (2:1) 
(Guanine - HCl),ZnCl, Zine-Diphosphopyridinenucleotide (1:2) 


The stability constants of adenosine and guanosine zine complexes 
are so slight as to be unmeasureable potentiometrically. In comparison, 
zine nucleotides having increasing numbers of phosphate residues show 
increasing stability constants. Potentiometric titrations that practically 
all of the zine bonding in zine nucleotides is to the phosphate com- 
ponent. Compared to the analogous magnesium and calcium complexes 
whose stability constants have been determined potentiometrically, the 
zine complexes are uniformly more stable. 

The complex-formation constant for zinc-DPN is so small that a 
stable bonding between DPN and a zinc-containing dehydrogenase 
over a zinc ion bridge seems unlikely. 
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Zur Kenntnis der Carboxypeptidase 
Carboxyl-Endgruppenbestimmung an Carboxypeptidase 
Von 
W. GraBmann und A. Riedel 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir EiweiB- u. Lederforschung, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juni 1958) 

Herrn Professor K. Felix zum 70. Geburtstag 


Wiahrend iiber die quantitative Aminosiurenzusammensetzung?, das 
Molekulargewicht und andere physikalische Daten? der kristallisierten 
Carboxypeptidase A? schon seit lingerer Zeit Klarheit besteht, sind 
wir tiber deren Endgruppen nur unvollstaéndig unterrichtet. Bei einer 
nach der Sanger - Methode ausgefiihrten Amino-Endgruppenbestimmung 
wurde von Thompson DNP-AspNH,* in einer Menge, die knapp 
einem Mol auf das Molekulargewicht von 34400 entspricht, neben 
kleinen Mengen von DNP-Ser und DNP-Thr gefunden. 


Uber die Carboxyl-Endgruppe sind dagegen bis heute noch keine 
Versuche bekanntgeworden. Lediglich der Befund von Davie und 
Neurath®, daB sich das Enzym nicht selbst unter Abspaltung von 
Aminosiuren autolytisch zu verdauen vermag, kann, wenn auch nicht 
zwingend, dahin gedeutet werden, daB eine freie C-endstandige Amino- 
siiure nicht vorliegt. 

Wir haben daher eine Endgruppenbestimmung mittels der hydra- 
zinolytischen Methode von Akabori’ vorgenommen. Bei dieser Methode 
werden bekanntlich C-endstindige Aminosiuren als freie Aminosauren, 
an der Carboxylgruppe gebundene aber als Hydrazide erhalten. Quanti- 
tativ ist die Methode nur bedingt zu gebrauchen, da durchschnittlich 
nur 30—60% der endstindigen Aminosiuren gefunden werden®. 


* Verwendete Abkiirzungen: DNP- = 2.4-Dinitrophenyl-; FDNB = 1-Fluor- 
2.4-dinitrobenzol; Symbole zur Aminosiurenbezeichnung siehe 1. c.5; reduzierte 
Aminosiauren : Gly-cl = Colamin, Ala-ol = 2-Amino-propanol-(1),Ser-ol = 2-Amino- 
propandiol-(1.3), Thr-ol = 2-Amino-butandiol-(1.3). 

1E.L. Smith u. A. Stockell, J. biol. Chemistry 207, 501 [1954]. 

2 H. Neurath u. G. W. Schwert, Chem. Reviews 46, 69 [1950]. 

8 J. E. Folk u. J. A.Gladner, J. biol. Chemistry 281, 379 [1958]; J. A. 
Gladner u. J. E. Folk, J. biol. Chemistry 281, 393 [1958]. 

4 E.0.P. Thompson, Biochem. biophysica Acta [Amsterdam] 10, 633 [1953]. 

5 H.M.Rauen, Biochem. Taschenbuch, Springer-Verlag, Heidelberg 
1956, S. 9. 

6 E. W. Davie u. H. Neurath, J. Amer. chem. Soc. 74, 6305 [1952]. 

7 §. Akabori, K. Ohno u. K. Narita, Bull. chem. Soc. Japan 25, 214 [1952]. 

8 C. Niu u. H. Fraenkel-Conrat, J. Amer. chem. Soc. 47, 5882 [1955]. 
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Bei der Bestimmung nach Akabori wird von uns keine freie carb- 
oxyl-endstindige Aminosiure gefunden. Dies ergibt sich aus dem zwei- 
dimensionalen Chromatogramm der Abb. 1, linke Bildhalfte, das lediglich 
Spuren einer Reihe von verschiedenen Aminosduren zeigt. Auf der 
rechten Bildhalfte sind zum Vergleich die entsprechenden Aminosauren 
in einer Konzentration aufgetragen, die, unter Beriicksichtigung der 
wahrend des Verfahrens zu erwartenden durchschnittlichen Verluste§, 
je einem Mol endstaindiger Aminosiuren entspriche. 

Eine in einem unabhangigen Versuch durchgefiihrte quantitative 
chromatographische Bestimmung der erhaltenen freien Aminosauren 
— es handelt sich um Ser, Gly, Ala, Val und Leu — ergab, daB deren 
Menge zwischen 0,09 und 0,2 Mol pro Mol Carboxypeptidase gelegen war. 
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Abb. 1. Akabori-Abbau von Carboxypeptidase (links); rechts Testmischung, die 
etwa je 1 Mol endstandiger Aminosiure entsprache. 


Die Vielzahl der gefundenen Aminosiuren und die sehr geringen Mengen 
lassen darauf schlieBen, daB es sich nicht um urspriinglich carboxyl- 
endstindige Aminosiéuren handelt, sondern um solche, die durch kaum 
vermeidbare Nebenreaktionen bei der Hydrazinolyse in Freiheit gesetzt 
werden. 

Die Methode von Akabori vermag zwischen freien und gebundenen 
«-Carboxylgruppen zu unterscheiden. Sie unterscheidet aber offenbar 
nicht zwischen peptidartig und esterartig gebundenen CO,H-Gruppen, 
die beide in Form von Hydraziden erhalten werden. Wir haben daher 
versucht, mit Hilfe der Rekuktionsmethode, die wir durch Verwendung 
von LiBH, an Stelle von LiAIH, und durch die Isolierung tiber die 
DNP-Aminoalkohole verbessert und quantitativ ausgebaut haben®?!°, 
weitere Aufschliisse zu dieser Frage zu gewinnen. Mit LiBH, kénnen 
nach den vorliegenden Erfahrungen nur Carbonsiureester, nicht aber 
freie Carboxylgruppen zum Alkohol reduziert werden. Zur Priifung auf 
evtl. vorhandene Estergruppierungen wurde Carboxypeptidase nach 
Uberfiihrung in die DNP-Verbindung, z. T. mit Diazomethan verestert 
und z. T. unverestert, mit LiBH, reduziert. 


9 W. GraBmann, H. Hérmannu. H. Endres, Chem. Ber. 86, 1477 [1953]. 
10 W. GraBmann, H. Hérmann u. H. Endres, Chem. Ber. 88, 102 [1955]. 
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arb- Die Aufarbeitung der siulenchromatographischen Trennung gab fiir 
wei- veresterte und unveresterte Carboxypeptidase ein iibereinstimmendes 
lich Bild (Abb. 2). 

der Die papierchromatographische Identifizierung der siulenchromato- 
ren graphisch aufgetrennten DNP-Aminoalkohol-Fraktionen wurde sowohl 


der mit Dekalin/10-proz. Essigsiure/Isoamylalkohol (15:10:4)!° als auch 
te§, mittels Thymol/Natronlauge!? durchgefiihrt. AuBer DNP-Leu (B) und 
DNP-OH (C), deren Identifizierung auch elektrophoretisch erfolgte, 
hive 





























ren B 
ren | op jf 4A B. 
yar. 
F 60 07} } 
unverestert verestert 
06; 4 
05; 4 
045 4 
Q3 4 
02: A 
014 4 
50 100 150 200 250 50 100 150 200 250 
die f { f f ’ : | \ \ t 
\gsungsm.: I I I VY Ve - I vii WV Y 
Mm —-~ 
en. Abb. 2. Saulenchromatographische Trennung der nach der DNP-Reduktions- 
yl- methode®, 1° erhaltenen DNP-Verbindungen aus Carboxypeptidase. Lésungs- 
im mittel: Ligroingemische I—V"™. Links: Carboxypeptidase unverestert; rechts: 
ab Carboxypeptidase verestert. 


wurden in beiden Fallen DNP-NH, (D) sowie DNP-Ala-ol (E), DNP- 
bi Gly-ol (F), DNP-Thr-ol (G) und DNP-Ser-ol (H) gefunden. Die iden- 


ed tifizierten Fraktionen wurden auf Grund der kolorimetrisch bestimmten 
» und in Abb. 2 graphisch dargestellten Extinktionen quantitativ aus- 
wd gewertet. Die in Tab. 1 unter a) angegebenen Resultate beziehen sich 
ng auf ein Carboxypeptidase-Praparat, das an unserem Institut nach der 
“4 Methode von Anson aus Rinderpankreas hergestellt worden war, die 
‘ Ergebnisse unter b) auf ein Priparat der Mann- Research-Laboratories, 
so New York. 
a Sowohl im veresterten wie im unveresterten Enzym finden wir 
uf iibereinstimmend rund 1 Mol reduzierbares Ala, Gly und Thr und rund 
oh 2 Mol Ser. Die Unterschiede der mit und ohne Veresterung erhaltenen 
“a Ergebnisse sind so gering, daB die Anwesenheit einer freien Carboxyl- 


: isi LW. GraBmann, H. Hérmann u. H. Endres, diese Z. 296, 208 [1954]. 
ap 122 W.GraB8mann u. A. Riedel, diese Z. 312, 206 [1958]. 
J. 13 M.L. Anson, J. gen. Physiol. 20, 663 [1937]. 
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Tab. 1. Quantitative Auswertung der aus Carboyxpeptidase gewonnenen DNF- 

Aminoalkohole. Angaben in Mol DNP-Aminoalkohol/Mol Carboxypeptidase 
(Mol.-Gew. 34400). 

a) selbst hergestelltes Priparat, b) Praparat der Mann-Research-Laboratories, 














New York. 
DNP-Amino- verestert unverestert 
alkohol a) | b) a) | b) 
DNP-Ala-ol . 0,94 1,10 0,81 0,90 
DNP-Col ... 1,16 0,94 1,19 0,91 
DNP-Thr-ol 1,13 1,06 0,88 1,20 
DNP-Ser-ol . 1,87 238 1,79 2,41 


gruppe auch nach dieser Methode mit Sicherheit ausgeschlossen werden 
kann, selbst wenn eine geringfiigige Reduzierbarkeit von freien Carb- 
oxylen unter besonderen Bedingungen als méglich unterstellt wird. 
Auf der anderen Seite zeigen die Ergebnisse, dab die Carboxylgruppen 
von je einem Rest Ala, Gly und Thr sowie von zwei Ser-Resten in einer 
Bindung vorliegen, die sich durch ihre leichte Reduzierbarkeit durch 
LiBH, von der normalen Peptidbindung unterscheidet. Es kénnte sich 
also um eine Esterbindung handeln, beispielsweise zu den alkoholischen 
Hydroxylgruppen von Ser und Thr, die rund 1/,; aller Aminosiuren der 
Carboxypeptidase ausmachen. Bindungen dieser Art sind sowohl in 
Mutterkornalkaloiden™ als auch neuerdings in den Actinomycinen!® 
nachgewiesen worden. Méglicherweise wird man aber auch andere 
Bindungsformen des Carboxyls, denen eine héhere Reaktionsfahigkeit 
zukommt (Bindung an tertiaren Stickstoff, am Imidazolrest oder dgl.), 
als Erklarung fiir die leichte Reduzierbarkeit dieser Carboxylgruppen 
heranziehen k6énnen. 


Beschreibung der Versuche 


Die Untersuchungen wurden als Parallelbestimmungen an einem von den 
Mann-Research-Laboratories, New York, bezogenen und an einem in unserem 
Institut nach Anson" hergestellten Praparat durchgefiihrt. 


Darstellung der Carboxypeptidase 

Zur Darstellung der Carboxypeptidase nach Anson! wurde gefrorenes 
Rinderpankreas in Scheiben geschnitten und langsam auftauen gelassen, das ab- 
getropfte Exsudat (Rohexsudat, vgl. Abb. 3) wurde durch Zusatz von etwas 
Trypsin und kurzes Erwarmen auf 37° aktiviert und durch Ansauern und Fil- 
trieren von ausfallenden Begleitproteinen befreit (Saures Filtrat). SchlieBlich 
wurde durch Verdiinnen mit Wasser auf das 10fache das Enzymglobulin ausgefallt 
(Globulin-Niederschlag). Der Enzymanteil des Niederschlags wurde mit Barium- 
hydroxyd bei py 9 extrahiert und die Carboxypeptidase durch Ansauern auf 
pu 7,2—7,8 zum Kristallisieren gebracht (Rohkristallisat). Aus Natronlauge 
wurde umkristallisiert (Reinenzym). 


14 A. Stoll, A. Hofmann u. Th. Petrzilka, Helv. chim. Acta 34, 1544 
[1951}. 

15 H. Brockmann, G. Bohnsack, B. Franck, H. Grone, H. Muxfeldt, 
u. C.Siiling, Angew. Chem. 68. 70 [1956]. 
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Die Reindarstellung 14Bt sich elektrophoretisch anschaulich in der Weise 
verfolgen, daB man parallele Streifen einerseits mit Amidoschwarz'*, andererseits 
mittels des im folgenden beschriebenen Aktivitatstestes anfarbt. 


Aktivitatstest auf Carboxypeptidase 
zum Nachweis im Elektropherogramm 
Ahnlich wie bei der von Wolf und Seligman!’ beschriebenen kolorimetri- 
schen Bestimmung in Lésung wird dabei von der Spaltung des N-[Carbo-f-naphth- 
oxy|-phenylalanins Gebrauch gemacht, wobei das abgespaltene 6-Naphthol durch 
Kupplung mit tetrazotiertem Di-o-anisidin sichtbar gemacht wird. 


ABC D E FG Komponenten 





Anfirbg. mit 


BCDEFG ‘4 midoschwarz 


Rohexsudat 


ee 
a 


Anfirbg. mit 





Saures Filtrat BCDEF Amidoach ware 
m Anfirbg. mit 
AB K Amidoschwarz 
Globulin- 
Niederschlag 
Akti vititstest 
B (s. Text) 
Anfiirbg. mit 
AB Amidoschwarz 
Rohkristallisat 
B Aktivititstest 
Anfiirbg. mit 
B Amidoschwarz 
Reinenzym, 
6mal umkristall. 
B Aktivititstest 





Abb. 3. Papierelektrophorese einiger Carboxypeptidase-Fraktionen. 


Zur Herstellung der Substratlésung werden 70mg N-[Carbo-f-naphthoxy ]-DL- 
phenylalanin (bzw. 35 mg der L-Verbindung) in 10 ml Aceton gelést und kurz vor 
Gebrauch ein aliquoter Teil dieser Stammlésung mit 0,1-m. Veronalpuffer, py 7.4, 


“ auf das 10fache verdiinnt. 


Der Papierstreifen wird nach Durchfiihrung der Horizontal-Elektrophorese ® 
in einer wasserdampfgesattigten Glaskiivette in horizontaler Aufhangung in 
einen Brutschrank von 37° eingebracht und wahrend 1 Stde. dreimal vorsichtig, 
so daB keine Verwaschung eintritt, mit der Substratlésung bespriiht. Nach der 
Inkubationszeit wird, um durch starkere Alkalitat die Kupplung zu erleichtern, 
mit 0,1-m. Veronalpuffer, py 8,6, bespriitht und dann mit waBr. ,,Echtblausalz B*- 
Lésung (4 mg/ml). Die Entwicklung des Azofarbstoffes zeigt das Enzym an. Nach 

16 W.GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 292, 32 [1953]. 

17 G, Wolf u. A. M. Seligman, J. Amer. chem. Soc. 73, 2080 [1951]. 
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3 Min. wird mit 20-proz Trichloressigsaure bespriiht, um die Farbstoffbildung zu 
unterbrechen. 

Abb. 3 zeigt, wie bei den einzelnen Reinigungsschritten die mit A—G be- 
zeichneten Komponenten des Pankreas-Exsudats nach und nach verschwinden, 
bis schlieBlich nach 6maligem Umkristallisieren die reine, mit Carboxypeptidase 
identische Fraktion B iibrigbleibt. 


Durchfiithrung der hydrazinolytischen C-Endgruppenbestimmung? 
6,8 mg (0,2 uMol) gefriergetrocknete Carboxypeptidase wurde im Hydro- 
lysenkélbchen mit 1 ml wasserfreiem Hydrazin versetzt, das ReaktionsgefaiB ab- 
geschmolzen und im siedenden Wasserbad 8 Stdn. erhitzt. Danach wurde das 
iiberschiiss. Hydrazin im Vakuumexsikkator iiber konz. Schwefelsiure verdampft, 
der Riickstand in 1 ml Wasser aufgenommen, mit 0,5 ml Benzaldehyd versetzt 
und etwa 1 Stde. bei Zimmertemperatur geschiittelt, wobei sich die Hydrazide zu 
wasserunléslichen Dibenzalverbindungen umsetzen. Der iiberschiissige Benzal- 
dehyd wurde mit Ather extrahiert, die Benzalverbindungen abfiltriert und die 
waBr. Losung papierchromatographisch zweidimensional auf Aminosauren unter- 
sucht (Abb. 1). 
Kine andere Probe wurde, wie bei Gra 8 mann und Mitarbeitern’ beschrieben, 
im eindimensionalen Chromatogramm quantitativ untersucht. 


Darstellung der DNP-Carboxypeptidase 

32 mg in Wasser suspendierte Carboxypeptidase wurden in 10-proz. LiCl- 
Loésung gelést, mit Wasser auf 15 ml gebracht, filtriert, mit festem NaHCO, auf 
pu 7,8 gebracht und mit etwa 2mg Fluor-2.4-dinitrobenzol (FDNB), das im 
doppelten Vol. Athanol gelést war, versetzt. Unter haufigem Schiitteln wurde 
5 Stdn. bei Zimmertemperatur stehengelassen und dann bei schwachem Vak. der 
Alkohol verdampft. Zur Entfernung des iiberschiissigen FDNB wurde ausge- 
athert, die waBr. Lésung mit 1-n.HCl auf pq 3 gebracht und das gebildete Dinitro- 
phenol (DNP-OH) mit Ather ausgezogen. Die waBr. Lésung wurde im Scheide- 
trichter einige Male mit sek. Butanol ausgeschiittelt, in dem die DNP-Carboxy- 
peptidase léslich ist, und die Butanollésung auf 50 m/ aufgefiillt. 

Ein Teil der Butanollésung wurde zur Trockne gedampft, mit gesatt. NaHCO,- 
Lésung aufgenommen und im UV-Spektralphotometer gemessen. Das Absorp- 
tionsspektrum zeigte ein starkes Maximum bei 230 my, das dem Peptidteil zuzu- 
schreiben ist und ein kleineres bei 355 my, fiir welches die DNP-Gruppen verant- 
wortlich sind. Die quantitative Auswertung der Extinktion bei 355 mu ergab 
unter Zugrundelegung eines Molekulargewichtes von 34400 18,4 DNP-Reste. 
Dieser Wert ist mit den Ergebnissen der Literatur, namlich 1 DNP-Endamino- 
sdure® und 18 ¢-DNP-Lysin-Reste!, gut vertraglich. 


Veresterung und Hydrolyse der DNP-Carboxypeptidase 

Die Veresterung erfolgte nach einer Vorschrift von Kuhn!® mit Diazomethan, 
welches nach Arndt? aus Nitrosomethylharnstoff durch Zutropfen von Natron- 
lauge gewonnen und in iiberschichtetem Toluol aufgefangen wurde. Die Tuluol- 
lésung wurde iiber festem KOH getrocknet, sodann unter Durchleiten von Stick- 
stoff auf 40—45° erwirmt und das entweichende Gas durch einen RiickfluBkiihler 
und eine mit Eis-Kochsalz gefiillte Falle geschickt, wodurch Lésungsmittel und 
gebildetes Methylamin entfernt werden. Das Diazomethan wurde in 22 ml (= 14mg) 
der auf 0° gekiihlten, in sek. Butanol gelésten DNP-CarboxypeptidaseLésung 
geleitet. 

Von hier ab wurden veresterte und unveresterte Lésung (ebenfalls 22 ml) 
in gleichcr Weise und unter denselben Bedingungen weiter verarbeitet. In beiden 


18 W.GraBmann, K. Hannig u. M. Pléckl, diese Z. 299, 258 [1955]. 


19 R. Kuhn u. H. W. Ruelius, Chem. Ber. 83, 420 [1950]. 
20 F. Arndt u. J. Amende, Angew. Chem. 48, 444 [1930]. 
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Fallen wurde zur Trockne gedampft, mit etwa 20 ml absol. Tetrahydrofuran und 
iiberschiiss. LiBH, versetzt und 30 Stdn. unter Riickflu8 zum Sieden erhitzt. Da- 
nach wurde das Lésungsmittel verdampft und mit etwa 10ml 12,5-proz. HC18Stdn. 
hydrolysiert. Mit festem NaHCO, wurde ein py von 7,8 eingestellt, mit etwa 35 mg 
FDNB im doppelten Vol. Athanol versetzt und unter haufigem Schiitteln 4 Stdn. 
bei Zimmertemperatur stehengelassen. Nach dieser Zeit wurde zur Entfernung des 
iiberschiiss. FDNB etwa 30 mg Glycin zugegeben und weitere 3 Stdn. unter 
éfterem Schiitteln stehengelassen. Der Alkohol wurde bei schwachem Vak. ver- 
dampft, 5mal ausgeathert und die Atherlésung iiber Natriumsulfat getrocknet. 
Nach dem Verdampfen des Athers wurden die DNP-Aminoalkohole in 0,5 ml 
Essigester aufgenommen und saulenchromatographisch getrennt. 


Saulenchromatographische Trennung und papierchromatographische 
Identifizierung der DNP-Aminoalkohole 

Die siulenchromatographische Trennung wurde in der von GraBmann und 

Mitarbeitern™ beschriebenen Weise an Silicagel-Celite (4:1) ausgefiihrt und mit 

den dort beschriebenen Losungsmittelgemischen I—V entwickelt. Den letzten im 

Fraktionstziler aufgefangenen Fraktionen muBte je 0,2 ml Essigester zugesetzt 
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Abb. 4. Papierchromatographische Identifizierung der saéulenchromatographisch 
getrennten DNP-Fraktionen B bis H (vgl. Abb. 2). Lésungsmittel: Dekalin/10- 
proz. Essigsiure/Isoamylalkohol (15:10:4)1!°. 

Links: Carboxypeptidase verestert; rechts: Carboxypeptidase unverestert. 
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Abb. 5. Papierchromatographische Identifizierung der sdiulenchromatographisch 
getrennten DNP-Fraktionen. Lésungsmittel: 12,5% Thymol in l-n. NaOH”. 
Links: Carboxypeptidase verestert; rechts: Carboxypeptidase unverestert. 
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werden, um die durch den hohen Gehalt an Eisessig verursachte Schichtentrennung 
wieder aufzuheben. 

Die einzelnen Fraktionen wurden im Kolorimeter Eppendorf ,,Medeor“ bei 
366 mu gemessen, zusammengehérende Fraktionen gesammelt, das Lésungs- 
mittel verdampft und die DNP-Verbindungen papierchromatographisch nach der 
Horizontalmethode?! identifiziert. Lésungsmittel waren Dekalin/10-proz. Essig- 
siure/Isoamylalkohol 15:10:41° (Abb. 4) und 12,59 Thymol in 1-n. NaOH!” 
(Abb. 5). Bei Fraktion A handelte es sich um sehr geringe Mengen DNP-Leu und 
um Verunreinigungen aus dem Fiillmaterial der Saule, die mit dem Essigester, in 
dem die Untersuchungslésung aufgetragen wurde, vor der Front des ersten Ent- 
wicklungsgemisches mitgerissen wurden. Die Fraktionen B und C wurden auBer 
durch Chromatographie auch durch Papierelektrophorese identifiziert. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unter- 
stiitzung dieser Arbeit. 


Zusammenfassung 


An der Carboxypeptidase A wurden die Carboxyl-Endgruppen 
nach der hydrazinolytischen Methode von Akabori’ und nach der DNP- 
Reduktionsmethode von Gra8mann und Mitarbeitern® ! bestimmt. Nach 
dem zweiten Verfahren wurde zur Priifung auf evtl. bereits vorhandene 
Estergruppierungen das Enzym nach Uberfiihrung in die DNP-Ver- 
bindung z.T. mit Diazomethan verestert und z. T. unverestert mit 
LiBH, reduziert. Nach beiden Methoden wurden keine freien C-end- 
staindigen Carboxylgruppen gefunden. Die Ergebnisse der DNP-Reduk- 
tionsmethode zeigen, daB die Carboxylgruppen von je einem Rest Ala, 
Gly und Thr sowie von zwei Ser-Resten in einer Bindung vorliegen, die 
sich durch ihre leichte Reduzierbarkeit durch LiBH, von der normalen 
Peptidbindung unterscheidet. 


Summary 


The carboxyl end groups of carboxypeptidease A are determined 
by the hydrazinolytic method of Akabori’ and by the DNP-reduction 
method of Grassmann and co-workers®?°. In the second procedure a 
portion of the enzyme was esterified with diazomethane after conversion 
into the DNP-compound. Reduction of this sample and an unesterified 
portion with LiBH, served as a method to determine the possible 
presence of previously-existing ester groups in the enzyme. No free 
carboxyl end groups were found by either method. The results of the 
DNP-reduction method show that the carboxyl end groups from each 
Ala, Gly, Thr as well as from two Ser residues are combined in the 
enzyme in a manner which may be differentiated from normal peptide 
bonding by the easy reducibility of the bond by LiBH,. 


21 R. Strobel, Dissertat., Univ. Miinchen 1957. 
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Die Verweilzeit der Linolséure im Organismus der Ratte* 
Von 
Heribert Wagner, Esther Seelig und Karl Bernhard 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Basel ** 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Juni 1958) 
Herrn Prof. Felix zum 70. Geburtstag gewidmet 


Unter den Polyenfettsiuren des Tierkérpers diirfte die Linolsiure 
eine besondere Stellung einnehmen. Sie ist in tierischen Organismen 
verbreitet und auch in quantitativer Hinsicht am starksten hervor- 
tretend. Wir haben bereits friiher bewiesen!, da sie von Maus und 
Ratte nicht aufgebaut, indessen wie neuerdings gezeigt wurde”, durch 
Kettenverlingerung in die Arachidonséure und andere Polyenfett- 
siiuren tibergefiihrt werden kann. 

Wir hielten es fiir wiinschenswert, die Verweilzeit oder biologische 
Halbwertszeit der Linolsiure im Tierkérper festzustellen und haben 
Ratten mit einem normalen Futter wihrend liangerer Zeit Sonnen- 
blumen6! verabreicht. Darauf wurde ein Teil von ihnen aufgearbeitet. 
Die verbleibenden Tiere haben wir mit einer Grunddiat von sehr ge- 
ringem Linolsiuregehalt weiter ernahrt. Dann toteten wir je sechs nach 
7, 23 und 77 Tagen und ermittelten in den hauptsichlichsten Organen 
und Fettgeweben den Gehalt an mehrfach ungesattigten Fettsiuren. Die 
Resultate sind in den Tab. 1—3 dargestellt. 

In der Folge untersuchten wir auch die Fettsiuren aus den Or- 
ganen und Fettdepots solcher Ratten, die einerseits vollig fettfrei nach 
Burr und Burr bzw. anderseits mit dieser Diit und einem wéchent- 
lichen Zusatz von 1 ml Sonnenblumen6l vier Monate lang gefiittert 
wurden. Es geschah dies in der Absicht, die weitestmogliche, ernahrungs- 
bedingte Verarmung an Polyenfettsaéuren zu erfassen und das AusmaB 
der eintretenden diesbeziiglichen Veranderungen durch auch nur sehr 
kleine exogene Gaben kennenzulernen. Die Aufarbeitung erfolgte in 
derselben Weise. Die Ergebnisse der Polyenfettsiure-Bestimmungen 
sind aus Tab. 4 und 5 ersichtlich. 





* Studien zur Biochemie der essentiellen Fettsiuren, V. Mitteilung (IV. Mit- 
teilung siehe I. ¢.°). 

** Die vorliegenden Untersuchungen erfolgten mit Mitteln des Schweizeri- 
schen Nationalfonds. 

1K. Bernhard u. R. Schénheimer, J. biol. Chemistry 1338, 707 [1940]; 
K. Bernhard, H. Steinhauser u. F. Bullet, Helv. chim. Acta 25, 1313 [1942]. 

2 J. F. Mead, G. Steinberg u. D. H. Howton, J. biol. Chemistry 205, 683 
[1953]; E. Klenk, diese Z. 302, 268 [1955]. 
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Tab. 1. Anderungen der Konzentration an Polyenfettsiuren der Organlipide nac} 
Einstellung der Sonnenblumendlgaben. 


H. Wagner, E. Seelig und K. Bernhard, 





Polyenfettsiuren in °% der Gesamtfettsaiuren 
J Oo 






































Dien Trien 

Leber 24,9 <5 a | 0 
16,6 2,6 1,5 1,3 
23 9,1 2,9 7 1,1 
77 8,0 5,2 3 a4 
Lunge 0 22,2 2,1 <a =< 
<| 13,6 2,0 <4 <i 
23 13,0 3,0 a, | —<- 
77 11,1 4,6 <4 1,2 
Nieren 0 14,7 3,6 1,3 1,1 
7 17,1 2,4 5,9 1,1 <1 
23 13,5 3,4 4,4 1,0 1,1 
77 9,9 5,9 11,9 1,6 1,6 
Milz 0 8,3 2,9 1,6 =e | <1 
7 4,7 3,5 1,5 <4 | 
23 6,4 3,5 1,8 <A 1,3 
77 5,7 3,5 3,1 <a 1,3 
Gehirn 0 3,5 3,4 5,7 1,6 3,8 
7 =F | 2,8 4,5 1,4 2,8 
23 4,8 2,8 4,0 1 2,4 
77 1,5 2.5 7,8 a 5,7 
Herz 0 22,4 3,4 2:9 1,3 1,4 
| 11,2 2,8 1,6 ae | 1,3 
23 11,6 2,8 1,4 a. | <n 
ae 19,1 2,5 8.0 1,9 1,3 
Haut 0 39,1 — 1 0 0 
f 28,9 2,3 <a | <1 0 
23 19,5 0 0 0 0 
a4 14,5 1 com <i <1 
Muskel 0 33,1 1,9 2,0 ou =e | 
| 17,4 2,2 1,0 =| <4 
23 14,8 2,4 1,0 ~<e | <i 
77 17,8 4,2 5,6 JB! 2,0 
Knochen 0 18,6 2,5 z | <1 <1 
f 7.6 2,4 & | <a <a 
23 10,6 1,6 cm <l <1 
aa 11,7 2,5 3,7 a | <4 
Darm 0 31,9 1,6 36 ee | <a 
7 22,0 3,3 <i <a 
23 18,8 3,5 <i. <1 
77 11,9 2,0 <i <1 
Thymus 0 25,4 2,0 <i <a 
| 10,2 2,2 <i <u 
23 10,3 “at | 0 0 
a4 6,7 <4 1,2 0 0 
Testes 0 13,0 3,5 3,7 2,6 2,0 
7 10,6 3 Nee 5,5 3,2 1,5 
3 11,0 4,6 5,4 3 | 2,0 

7 8,4 ae | 5,4 1 
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Verweilzeit der Linolsdure in der Ratte 





Tab. 2. Anderungen der Konzentration an Polyenfettsauren im Blute. 











Dauer Polyenfettsiuren in % d. Gesamtfettsduren 
Tage Dien Trien Tetraen | Pentaen | Hexaen 
Serum 0 14,4 3,0 1,6 <p 1 | 
7 12,7 3,4 5,5 <l <1 
23 10,1 2,6 P14 | <1 <4 
77 8,8 3,5 7,0 <k <a 
Erythrocyten 0 12,6 3,4 6,2 1,3 1,1 
7 10,9 3,6 5,9 1,2 1,3 
23 18,9 2,2 2,1 <4 <1 
qa 9,0 6,9 16,9 VaG 2,1 




















Tab. 3. Anderungen der Konzentration an Polyenfettsiuren des Depotfettes usw. 
nach Einstellung der Sonnenblumendélgaben. 






































Dauer Polyenfettsiuren in % d. Gesamtfettsaiuren 

Tage Dien Trien | Tetraen ; Pentaen | Hexaen 

Carcass* 0 40,4 1,8 7 <i <i 
7 36,8 1,2 1,4 <li <ot 

23 29,5 <I 1,1 ap Sal 

77 16,0 ie | <j 0 0 

Subcutanes 0 41,6 1,4 <i 0 0 
Fett 7 37,8 0 0 0 0 
23 32,4 <a = | 0 0 

wit 20,9 1,9 <1 <b <I 

Mesenteriales 0 41,5 1,1 <i 0 0 
Fett iz 37,9 1,1 <1 0 0 
23 37,7 <I 0 0 0 

ug 15,2 1,7 <i <A <1 

Perirenales 0 40,3 1 0 0 0 
Fett 7 37,1 2,6 eal | =< | 0 
23 26,8 2,3 <1 <1 <4 

Zieh 14,7 <I <i <A <if 

Genitalfett 0 39,1 <4 0 0 0 
a 41,7 ey. one <i 0 

23 27,4 <i <l 0 0 

77 21,3 <=" =< <1 0 

* Eviscerierter Kérper ohne Kopf. 
Experimentelles 


Zu 900 g eines Gemisches aus 51% entfettetem ErdnuBmehl, 35% Zucker, 
10% Hefe und 4% Salzen fiigten wir 100 g Sonnenblumen6l. Damit fiitterten wir 
in Einzelkaéfigen 24 junge, mannliche, weiBe Ratten im Gewicht von 50—70g 
55 Tage lang. Dieses Futter wurde noch erganzt durch Gaben von 0,1 mi Leber- 
tran, 4—5 g Frischleber und 5 g Karotten pro Woche und Tier. Nach dieser An- 
reicherungsperiode an Linolsaure erhielten die Ratten dieselbe Diat ohne Sonnen- 


blumenél. Das Wachstum bzw. die Gewichtszunahme verlief véllig normal. 
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Tab. 4. Beeinflussung der Polyenfettsiure-Konzentration der Organlipide durch 
kleine Gaben von Sonnenblumendl (1 mi pro Woche) bei fettfreier Ernahrung. 











Polyenfettsauren in % der Gesamtfettsauren 
Tiere ohne Sonnenblumendl- Tiere mit Sonnenblumendl- 
gaben gaben 
Dien | Trien |Tetraen | Pentaen} Hexaen | Dien | Trien |Tetraen |Pentaen| Hexaen 

Leber 2,0 5,4 1,0 ee | <1 5,3 3,2 6,5 1,6 1,4 
Lunge 2,8 6,5 1,0 <e | <i 5,7 2,9 3S Aol ire 
Niere 3,1 8,6 2,8 < h 132 5,5 3,9 4,3 1,3 1,6 
Milz 2,9 6,2 2,0 | <a 6,3 ; 6,0 9,9 6 1 <= a 
xyehirn 2,8 6,1 39 i3 3,8 2,5 3,9 4,3 1,7 3,1 
Herz 3,5 | 10,8 2,4 <i] <@ | 72.1 3,6 4,5 1,2 1,2 
Haut 1,2 Ze. <a <a <a 6,2 Lo | <4 0 0 
Muskel 1,5 = fae i ~<ey | <9 9,6 2,1 Be 4 eee ee 
Knochen | 1,6 Boa a 0 0 8,0 1,3 2 0 0 
Darm 2,4 4,8 | <1 cae | <4 5,6 2,5 BOT <a 4 
Thymus |< 1 256 | <1 0 0 66 1 <—a-gie |i 0 0 
Testes 3,5 8,3 3,7 2,0 1,2 5,2 4,9 | 5,4 3,7 2,1 





























Tab. 5. Beeinflussung der Polyenfettsiure-Konzentration der Depotfette durch 
kleine Gaben von Sonnenblumenél (1 m/ pro Woche) bei fettfreier Ernahrung. 





Polyenfettsiuren in % der Gesamtfettsdiuren 











Tiere ohne Sonnenblumenél- | Tiere mit Sonnenblumendl- 
gaben gaben 

Dien | Trien — 2 yal Dien | Trien | Tetraen — — 
Carcass sf S84 Bt <<] | <A 9 Ba 4 —4 1,0 <8 0 
Subcutanes Fett <1!]0 0 0 07 64) <a 7 <2 0 0 
Mesenterial-Fett | <1] <1 0 0 07 23 1<—4 1°) 0 0 
Perirenales Fett <1/]0 0 0 0} 62) <1 0 0 
Genitalfett <1/]0 0 0 0! 5.7 Oe eg. | 0 0 























Eine andere Gruppe von 6 minnlichen Ratten (Nr. 25—30), gleichfalls im 
Gewicht von 50—70 g, ernahrten wir mit einer Diait aus 12% extrahiertem Casein, 
84% Rohrzucker, 4% Salzgemisch* und entsprechenden Vitaminzugaben. Drei 
dieser Tiere (Nr. 28—30) erhielten pro Woche je 1 ml Sonnenblumendl. Nr. 25—30 
zeigten gegen Ende des Versuches als Folge des Mangels an essentiellen Fettsiuren 
deutliche bis ausgeprigte Hautsymptome. 

Die Isolierung der Gesamtfettsaiuren aus den einzelnen Organen usw. und den 
sorgfaltig herauspriparierten Fettgewebsproben vollzogen wir auf die iibliche Weise 
und bestimmten im Fettsiuregemisch nach Isomerisierung mit Natronlauge die 
Gehalte an Polyenfettsiuren spektrophotometrisch. 

Die Gesamt-Fettsaure-Gehalte der einzelnen Organe und Fettdepots zeigt 
Tab. 6. Die Tiere Nr. 1—6 wurden dabei nach Beendigung der Linolsdure-Fiitterung, 
Nr. 7—12 nach 7, Nr. 13—18 nach 23 und Nr. 19—24 nach 77 Tagen getétet. 


§ G.O. Burr u. M. M. Burr, J. biol. Chemistry 82, 345 [1929]. 
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Tab. 6. Prozentualer Gehalt (bezogen auf das Frischgewicht) der einzelnen Organe 
und Depots an Fettsauren. 


























Tier Nr. 
Organ 
1—6 7—12 13—18 | 19—24 | 25—27 | 28—30 
MSGi Goan moos: es 4,2 5,6 3,7 2,8 6,7 4,7 
Co Se eae 6,5 5,2 4,4 3,5 2,8 2,6 
1 eae ee 3,3 2,9 2,9 3,7 yey 2,6 
WE A ay bos 1,8 2,1 1,8 1,8 1,6 1,4 
GORIeY 3p ss vw eo 2,9 3,9 3,0 2,1 2,6 2,8 
WERE a sed alae 3,0 2,5 2,5 2,3 1,9 1,9 
Ps es SS 14,9 13,2 13,6 11,9 8,2 14,5 
Maske); . . 2... 3,4 2,8 2,7 1,5 2,6 3,0 
Kmocpen . . 2... 1,1 1,1 1,2 1,1 1,6 1,6 
ca 2,7 0,9 2,3 2,2 1,9 1,9 
(ea a 10,0 7,9 14,8 15,5 13,3 18,2 
SN HS 5) wee 2,0 1,5 1,6 2,0 1,7 1,6 
ORPGNER ois css, 9,8 8,8 11,2 10,3 22:7 10,6 
Subcutanes Fett. . . 73,0 72,0 72,2 72,0 70,0 73,0 
Mesenteriales Fett . . 62,0 60,0 62,2 58,8 45,8 61,4 
Perirenales Fett . 84,0 85,0 86,4 85,0 75,8 85,0 
Genitalfett ..... 86,3 86,0 83,0 84,6 79,0 79,5 


Diskussion der Ergebnisse 


A. Die Linolséure, deren Verhalten zuerst diskutiert werden 
soll, lieB sich in allen untersuchten Organen, Fettgeweben usw. zumeist 
in betrachtlichem AusmaBe nachweisen. Am Ende der Sonnenblumené6l- 
Fiitterungsperiode bestanden die Gesamtfettsiuren aus Lunge, Herz 
und Knochen zu etwa einem Fiinftel, diejenigen aus Leber und Thymus 
zu einem Viertel aus Linolséiure. In der Muskulatur und im Darm 
fanden wir ein Drittel, in Niere, Testes, Serum und Erythrocyten aber 
nur rund einen Achtel. Geringer war der Gehalt der Milz und recht wenig 
enthielt das Gehirn. Eine ausgesprochene Anreicherung, annaihernd 
gleiche Werte von etwa 40%, stellten wir in den verschiedenen Depot- 
fetten, ferner in der Haut (Rattenfell) und im Carcass fest. 

In Leber, Lunge, Darm, Haut, Muskulatur und Thymus traten 
schon nach sieben Tagen starke Abnahmen ein, die sich noch fort- 
setzten (vgl. Abb. 1). Anderseits zeigten Gehirn, Niere, Milz, Testes und 
Plasma, welche sich auch weniger anreichern lieBen, als Folge der fett- 
freien Ernaihrung entschieden geringere Anderungen des Linolsiure- 
gehaltes (Abb. 2). 

Bei den Fettsiuren aus dem Herz machte sich nach sieben Tagen 
ein ausgesprochener Abfall, dann aber wieder ein Anstieg der Linolsaure 
auf beinahe ihren urspriinglichen Wert geltend. Auch fiir die Erythro- 
cyten erfolgte bei anfinglich geringen Werten ein merklicher Anstieg 
bis zum 25. Tage, dann aber auch ein Abfall. Dieses Verhalten ]aéBt sich 
wohl so erklaren, daB im Blute alte Erythrocyten durch an Polyenfett- 
siuren angereicherte, junge Zellen ersetzt werden. Die Fettsiuren aus 
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Abb. 1. Zeitliche Abnahme des Linolsauregehaltes in Haut und Organen. 
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Abb. 2. Zeitliche Abnahme des Linolsiuregehaltes in verschiedenen Organen. 
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Abb. 3. Zeitliche Abnahme des Linolséuregehaltes in Herz, Knochen 
und Erythrocyten. 


den Knochen wiesen nach sieben Tagen einen tieferen, dann wieder einen 


héheren Wert auf (vgl. Abb. 3). 
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Nach 77 Tagen bestanden die Fettsaiuren aus Haut, Herz und Mus- 
kulatur noch etwa zu 20%, diejenigen aus Lunge, Knochen und Darm zu 
12% aus Linolsdure. Fiir Leber, Niere und Testes fanden wir annaihernd 
gleiche (8,0—9,9 °/,), fiir Thymus und Milz etwas geringere Werte. 

Die eigentlichen Depotfette enthielten zu Beginn der fettfreien 
Verfiitterung rund 40% Linolsiiure. Die nach 7, 23 und 77 Tagen er- 


. iii a 
Carcass-Fet 


L0o¥—_] 











% Linolsaure 


Subcutanes ett 
Katee oe 


| Mesenterial-Fett 














oo 


Perirenales Fett 








 \eeceee fon 
20; nl 
Genital-Fett 
ee Sl a ee 
aoe — 
Abb. 4. Zeitliche Abnahme des Linolsiuregehaltes der verschiedenen Fettdepots 
und des Carcass. 
mittelten Gehalte lassen eine regelmaéBige Abnahme erkennen. Werden 
die entsprechenden Werte in ein Koordinatensystem eingetragen, so ]aBt 
sich in allen Fallen durch die Punkte eine Regressionsgerade von sehr 
hohem BestimmtheitsmaB legen (vgl. Abb. 4). Es wird somit mdéglich, 
fir die Linolsiure die Halbwertszeiten zu berechnen, d.h. die Zeit- 
spanne anzugeben, in welcher die Halfte der urspriinglich vorhandenen 
Menge verschwunden ist bzw. abgebaut wurde. Diese Werte betragen 
fiir die Linolsaure 




















aus Subcutanfett .. . 77 Tage 
Genitalfett . . . . 75 Tage 
Mesenterialfett. . . 65 Tage 
Carcassfett . . . . 62 Tage 


Perirenales Fett . 60 Tage 
oder im Mittel 68 Tage. 
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Die Halbwertszeit der Linolsiure ist somit bedeutend héher als 
diejenige anderer Fettsiuren*. Sie wird als essentielle, vom Organismus 
nicht synthetisierbare Komponente viel linger zuriickgehalten. Vor 
kurzem haben wir in analoger Weise die Halbwertszeit einer anderen, 
vom Tierkérper nicht aufbaubaren Fettsiure, der Erucasaéure zu 
22 Tagen bestimmt5. Diese Verbindung, deren Anreicherung bedeutend 
geringer ist, verhalt sich auch in bezug auf ihre Halbwertszeit wie die 
iibrigen Fettsiuren aus den Lipiden des Tierk6érpers. 

Hervorzuheben ist die starke Linolsiiure-Anreicherung in der Haut 
(Rattenfell) bei sonst nur geringen Gehalten an den tibrigen Polyen- 
fettsiuren. Auch das Genitalfett aus den die Testes umgebenden Fett- 
geweben ist reich an Linolsiure und verhialt sich weitgehend analog 
dem subcutanen Fett. Sehr deutlich kommt auch die geringe Beein- 
flussung der Gehirnlipide durch die Fettsiiurekomponenten der Nahrung 
zum Ausdruck, was in gewissem MaBe auch fiir die Milz zutrifft. 

Unsere Untersuchungen haben wiederum ergeben, wie weitgehend 
die Fettsiurezusammensetzung der Depot- und Organfette durch Ver- 
abreichung eines viel Linolsiure enthaltenden Oles verindert werden 
kann, wobei ausgesprochene Abstufungen fiir gewisse Organe hervor- 
treten®, 

Der Gehalt an Trienséuren erfahrt in der Leber, der Lunge und 
den Nieren durch die fettarme Ernaihrung im Verlaufe der 77tagigen 
Versuchsperiode eine gewisse Zunahme, hilt sich aber fiir die Fett- 
depots in durchaus méBigem Rahmen. In Lunge, Milz, Gehirn und Herz, 
ferner im Serum und den Erythrocyten nehmen die Tetraenséuren zu, 
was wohl bedeutet, daB aus der gespeicherten Linolsiure durch Ketten- 
verlangerung Arachidonsiure entsteht. In den verschiedenen Fettdepots 
ist diese Verbindung nur recht spirlich vertreten. Das gilt aber auch 
fiir die héher ungesattigten Sauren mit fiinf und sechs Doppelbindungen. 

B. Die von Anfang an fettfrei ernihrten Tiere wiesen Organ- 
fette (Tab. 4) mit 2—3% Linol- bzw. Diensiiure auf, wobei die w6chent- 
lichen Gaben von 1 ml Sonnenblumené6! diese Werte auf das Doppelte, 
in gewissen Fallen (Herz, Haut, Muskel, Knochen) auf das Vier- und 
Fiinffache erhéhten. Der Gehalt an Triensiure ist stets héher als der- 
jenige an Diensiure, wurde aber durch Sonnenblumen6l kaum beein- 
fluBt. Die Organe nehmen an Tetraensiure (Arachidonsiure) schon 
durch nur minimale Sonnenblumenélgaben zu, wiederum ein deutliches 
Zeichen fiir eine stattfindende Kettenverlingerung?. Pentaen- und 
Hexaensiauren sind auch in den Organlipiden kaum vertreten. 

Die Lipide aus den Fettdepots (Tab. 5) waren durchweg 
arm an Polyenfettsiuren. So betrug z. B. der Gehalt an Linolsaure 


4 D. Rittenberg u. R. Schénheimer, J. biol. Chemistry 121, 235 [1937] 


usw. 
5 H. Wagner, E.Seelig u. K. Bernhard, diese Z. 812, 104 [1958]. 
6 H. Wagner, E. Seelig u. K. Bernhard, Schweiz. med. Wschr. 87, 1423 


[1957]. 
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stets weniger als 1%, erhdhte sich aber bei den mit Sonnenblumendél 
versehenen Tieren auf 4—5°%,. Der Anstieg ist auch hier somit betricht- 
lich und beweist, daB schon diese kleinen Mengen von Mangeltieren 
reteniert, d. h. gespeichert wurden. Die Tetraensiuren erfuhren aber 


keine Veranderung. 


Zusammenfassung 


Wachsende Ratten erhielten mit einer normalen Diaét Sonnen- 
blumen6l, worauf in den Lipiden der Organe und der Depots eine merk- 
liche Anreicherung (bis zu 40%) an Linolsadure eintrat. Unter dem Ein- 
flu8 einer fettfreien Nahrung zeigten diese Tiere 7, 23 und 77 Tage spiter 
eine zum Teil sehr regelmaBige Abnahme der Diensiéure, so da fiir die 
Linolséure der Fettdepots eine mittlere Halbwertszeit von 68 Tagen 
berechnet werden konnte. 

Von den iibrigen Polyenfettséuren nahmen die Tetraenséuren, nicht 
aber die Pentaen- und Hexaensiuren zu. Letztere waren in den Organen 
nur sehr sparlich und in den Fettdepots kaum nachweisbar. 

Fettfrei ernihrte Tiere wiesen nur sehr geringe Mengen an Dien- 
siure auf. Eine auch nur maBige Zufuhr von Sonnenblumend6l bedingte 
indessen bereits einen merklichen Anstieg im Linolsiuregehalt der 
Organlipide auf das Zwei- bis Fiinffache. Auch hier waren Zunahmen 
der Tetraenfettsiuren festzustellen in Ubereinstimmung mit ihrer 
moglichen Entstehung aus der Linolsiure. 


Summary 


Growing rats received sunflowerseed oil with a normal diet, where- 
upon a marked increase (up to 40°) in the linoleic acid in the lipids 
of the organs and depots occurred. Under the influence of a fat-free 
diet, these animals showed, in part, a very regular decrease of the 
dienic acid 7, 23 and 77 days later, such that an average half-life of 
68 days could be calculated for the linoleic acid ot the fat depots. 

Of the remaining polyenic fatty acids, the tetraenic acids increased, 
but not the pentaenic and hexaenic acids. The latter were only very 
scanty in the organs and hardly detectable in the fat depots. 

Animals fed fat-free diets exhibited only very slight amounts of 
dienic acid. Only a moderate supply of sunflowerseed oil, however, 
caused a marked increase of two to five fold in the linoleic acid content 
of organ lipids. Increases of the tetraenic fatty acids were also determined 
in agreement with their possible origin from linoleic acid. 


16* 
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Uber innere Phospho-aminosadure-anhydride 
Von 
H. Keller, H. Netter und B. Niemann 
Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie und Physikochemie der Universitit Kiel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Juli 1958) 


Herrn Professor K. Felix zum 70. Geburtstag gewidmet 


Lipmann!? hat als erster die Vermutung ausgesprochen, daB als Zwischen- 
produkte bei der Biosynthese von Proteinen gemischte Phospho-aminosaure- 
anhydride auftreten kénnten. Seither sind eine Reihe von Versuchen unternommen 
worden, derartige Substanzen zu synthetisieren. Verbindungen dieser Art haben 
nicht nur fiir die Frage der biologischen EiweifSbildung, sondern auch fir die der 
praparativen Peptidsynthese Bedeutung. 

Der wichtigste Schritt bei der Schaffung einer CO-NH-Bindung besteht in der 
Positivierung des Carbonyl-C mit dem Ziel, die Anlagerung des freien Elektronen- 
paares aus dem N einer zweiten Aminoséure zu erméglichen. In den gemischten 
Carbonsaureanhydriden mit anorganischen Sauren liegt reaktionsfahiger und positiv 
polarisierter C=O-Kohlenstoff vor. Die entsprechenden Anhydride der Phosphor- 
siure sind Jabil und daher bisher nur selten beschrieben worden. 

Die erste Mitteilung anhydridartiger Verbindungen zwischen N-acylierten 
Aminosauren (Carbobenzoxy-Rest) und Phenylphosphorséure stammt von Chan- 
trenne?; wenig spater berichteten Sheehan und Frank® von ahnlichen Derivaten 
der Dibenzyl-phosphorséure. Mit diesen Kérpern konnten in waBriger, schwach 
alkalisch gepufferter Lésung Acylierungen im Sinne einer Peptidverkniipfung mit 
einer zweiten Aminoséure vorgenommen werden. In einer kiirzlich erschienenen 
Veréffentlichung berichtet Th. Wieland‘ von ahnlichen Produkten, die als Re- 
agenzien bei priparativen Peptidsynthesen verwendet werden kénnen: Es handelt 
sich dabei um Cbho-Aminosaéure-anhydride mit Dichlorphosphorsaure, die mittels 
POCI, in wasserfreier Lésung in Gegenwart einer tertiéren Base erhaltlich sind. 

Die Grundkérper dieser Verbindungsklasse, Anhydride unsubstituierter Amino- 
siuren und freier Phosphorsaure, sind erstmals von Bentler und Netter® be- 
schrieben: «-Azido-acylchloride wurden mit dem Silbersalz der Dibenzyl-phosphor- 
siure gekuppelt und durch anschlieBende, stufenweise Hydrierung die freien 
Phospho-aminosaure-anhydride hergestellt: 


N,-CH-COCI] + AgO-P(OCH,-C,H;), —> N,-CH-CO-O—P(OCH,-C,H;), 
I l { 


R O R O 


+ . H,N-CH-CO-0-PO,H, + 2HOCH,-C,H; 
| 
R 


1 F. Lipmann, Advances in Enzymol. 1, 99 [1941]. 

2 H. Chantrenne, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 4, 484 [1950]. 
3 J.C. Sheehan u. V.S. Frank, J. Amer. chem. Soc. 72, 1312 [1950]. 

4 Th. Wieland u. B. Heinke, Liebigs Ann. Chem. 599, 70 [1956]. : 

5 M. Bentler u. H. Netter, diese Z. 295, 362 [1953]. 
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Den umgekehrten Weg schlug A. Katchalski® ein, indem er Silbersalze von 
N-Acyl-aminoséuren mit Dibenzylchlorophosphat zu den entsprechenden An- 
hydriden umsetzte. Die freien Verbindungen wurden ebenfalls durch katalytische 
Hydrierung gewonnen. E. Niemann’ hat Glycylphosphat aus Cho-Glycylchlorid 
und dem Monosilbersalz der Phosphorséure durch Umsetzung in Ather und an- 
schlieBende katalytische Hydrierung erhalten. 

Die katalytische Hydrierung stellt den methodisch schwierigsten Teil der 
bisherigen Synthesewege dar. Ein giinstigeres Vorgehen zur Entfernung der N- 
Maskierung war nicht gefunden worden. Auch die Einfiihrungen anderer, N-acy- 
lierender Reste, hatte den Autoren keinen Vorteil gebracht. 

Es tauchte daher der Gedanke auf, eine Valenz des Phosphors zur 
N-Maskierung heranzuziehen, wahrend eine zweite, tiber einen Ring- 
schluB zu einem inneren Anhydrid einer Phosphoraminosiure benutzt 
werden sollte. Die dritte Valenz sollte — vorliufig — durch Ver- 
esterung als funktionell wirksam ausgeschaltet sein. 

Da P-N-Bindungen im allgemeinen sehr leicht hydrolysiert werden 
— eine geringe Steigerung der H®-Konzentration in wariger Losung 
geniigt —, schien dieser Weg theoretisch aussichtsreich. Die gesuchten 
Produkte sollten also demnach Phosphor-Analoge der Oxazolidin-2.5- 
dione, der sog. Leuchsschen® Korper, darstellen: 


co CO CO CoO 
LEN yeN \ 
R—CH 0° R—CH \ CH 6° R—cH \ 
| — | O | —- I 
HN Oe HN vé HN 0° HN / 
‘( Cc Pal P 
co CO 04 OCH; 0” OCH; 
Aminosiure- Leuchssche 
N-carbonsiure Verbindungen 
I (a—e) II (a—e) 
a: R= H ce: R = CH,-C,H, 


b: R=CH, d: R = CH(CH,), 
e: R = CH,-CH(CH,), 


N-phosphorylierte Aminosauren sind schon seit langem bekannt®!°, 
doch sind die meisten Verfahren hinsichtlich ihrer Ausbeuten schlecht 
und methodisch unbefriedigend. Ein sehr brauchbares Vorgehen wurde 
unlingst von Zervas und Katsoyannis! beschrieben: Dabei labt 
man Diarylphosphorochlorid in Pyridin auf ein Aminosaure-ester- 
hydrochlorid einwirken. Das aus Ather umkristallisierte Produkt er- 
gibt nach Behandlung mit Ba(OH), unter Abspaltung des Arylrestes 
vom Phosphor und Hydrolyse des Esters das Ba-Salz der N-[Mono- 


® A. Katchalsky u. M. Paecht, J. Amer. chem. Soc. 76, 6042 [1954]. 

7 E. Niemann, Dissertation, Frankfurt 1956. 

8 H. Leuchs, Ber. dtsch. chem. Ges. 39, 857 [1906]. 

® C. Neuberg u. W. Oertel, Biochem. Z. 60, 491 [1914]. 

10 T. Winnick u. E.M. Scott, Arch. Biochemistry 12, 201 [1947]. 

11 L. Zervas u. P.G. Katsoyannis, J. Amer. chem. Soc. 77, 5351 [1955]. 

















946 H. Keller, H. Netter und B. Niemann, Bd. 313 (1958) 


phenyl-phospho]-aminosiure. War die freie Verbindung gewiinscht, so 
konnte durch Kochen in waBriger Ba(OH),-Losung der zweite Arylrest 
abgetrennt werden. 


(C,H,0),P—Cl + NH,-CH,-CO,CH,]Cl ~~~" > (C,H, 0),P — NH-CH,-CO-OCH, 
y } 
O O 

Ba(OH), CeH;O, . . , Ba(OH), HO, : 

050 097 — BHC, 00° Ba” — a og) — NH-CH2 00.9 Ba2e 
O Ta 6) 


Wir haben nach dieser Vorschrift zunichst N-[Monophenyl-phos- 
pho]-glycin (Ia) als Ba-Salz dargestellt. AnschlieBend gelang es, durch 
ein noch einfacheres Verfahren diese fiir uns als Ausgangsprodukte 
notigen Verbindungen zu gewinnen: 

Man 14Bt Monophenyl-phosphor-oxy-dichlorid (III), gelost in Chloro- 
form, auf eine eingefrorene Mischung (—20°) der Aminosaure und der be- 
rechneten Menge Ba(OH), in Wasser bei Zimmertemperatur unter 
Schiitteln einwirken. Bei diesem einstufigen Verfahren gewinnt man 
innerhalb weniger Stunden das gewiinschte Produkt in recht guter Aus- 
beute. 


C1 . 0° 
C,H,0 — P<” + NH,-CH,-CO,H “so *> C,H,O —P¢ Ba®e 
Cl a | \NH-CH,-CO,° 
O. - ) 
Mil Ia 


Zur Darstellung von III bedienten wir uns der Angaben von Ka- 
tyschkina und Kraft?®. Die sowjetischen Autoren haben gefunden, 
da8 sich zur Darstellung von Arylphosphordichloriden Chloride von 
Elementen der 1. Gruppe des Periodensystems als Katalysatoren her- 
vorragend eignen, d. h., da8 man in wenigen Stdn. mit nahezu theore- 
tischen Ausbeuten zum gewiinschten Produkt gelangen kann. Das Ba- 
Salz der N-[Monophenyl-phospho]-aminosiuren (I) fiihrten wir durch 
Umsetzen mit Na,SO, in die Na-Salze iiber, da sich diese fiir die fol- 
genden Umsetzungen besser eignen. 

Den Ringschlu8B zum inneren Anhydrid der Phospho-aminosauren 
vollzogen wir mittels Schwefeltrioxyds. SO, wurde bereits von Kenner 
und Stedman? zu Peptidsynthesen herangezogen. Die Verfasser stell- 
ten den von Coffey und Mitarbeitern'* beschriebenen Schwefeltrioxyd- 
dimethylformamid-Komplex her, der mit Tosylalanin zu einem — nicht 
isolierten — Schwefelsiure-aminosaure-anhydrid reagiert, das mit Cyclo- 
hexylamin oder Glycin zu den entsprechenden Derivaten weiterreagierte. 
Die von uns mit dem Dimethylformamid-SO,-Komplex hergestellten 


122 W. W. Katyschkina u. M. J. Kraft, J. allg. Chem. 26 (88), 3060 [1956], 
zit. nach C. 1958, 2412. 

13 G. W. Kenner u. R. J. Stedman, J. chem. Soc. [London] 1952, 2069. 

14 §. Coffey, G.W. Driver, D. A. W. Fairweather u. F. Iring, Engl. 
Pat. 610117; 642206 [1950]; C. A. 45, 3412d [1951], zit. nach 1... 
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Umsetzungsprodukte erbrachten zwar in funktionellen Prifungen die 
Wabhrscheinlichkeit, daB eine Kondensation unter RingschluB statt- 
gefunden hatte, jedoch lieBen sich aus der Dimethylformamid-Lésung 
keine definierten Produkte erhalten. Der von Suter, Evans und 
Kiefer beschriebene koordinative Dioxan-Komplex, der ebenso wie 
das von Baumgarten” beschriebene analoge Produkt mit Pyridin 
ein sehr gutes Sulfonierungs- und Sulfurierungs-Reagenz darstellt, war 
fiir unsere Zwecke ebenfalls ungeeignet. Dagegen fanden wir im POCI, 
ein ausgezeichnetes Lésungsmittel fiir SO,. Auf Grund der grofBen 
Stabilitat der Lésung — u. a. dadurch gekennzeichnet, daB sie 
an der Luft nicht raucht — nehmen wir an, da es sich auch 
hier um eine koordinative Verbindung handelt, der wir folgende Elek- 
tronen-Formulierung geben méchten: 





[ | i a |? [ cde “120 
(ay jo) | iCl| | | \O| | 
agin: rocrtae4 ee ae 

G—P+0+8+0), —— ja | | [0—s—0 
| t as ~ ae 

Cl Te) Cl | | \O| 

x zy L mT a ke oe me 


Die Méglichkeit, daB POCI, in die Reaktion mit eingreift, wie 
Wieland und Bernhard es beschrieben haben!’, erschien unwahr- 
scheinlich, da nach unserer Erfahrung die Bildungsgeschwindigkeit von 
Na,SO, aus dem Natriumsalz, das in stéchiometrischer Menge zum SO, 
vorliegt, gréBer ist, als die Bildung einer Verbindung zwischen POCI, 
und der Aminosiure. 

Der RingschluB selbst erfolgte durch Einwirkenlassen der auf 0° 
vorgekiihlten Lésung SO,/POCI, auf das Na-Salz unter Schiitteln und 
langsamem Erwirmen auf Zimmertemperatur. Durch Fallung mit 
Ather/Petrolither gelang es, das Reaktionsprodukt anzureichern resp. 
rein darzustellen. 

Da die Umsetzungsprodukte sehr feuchtigkeitsempfindlich und von 
den begleitenden Nebenprodukten schwer abtrennbar waren, erwies sich 
die Reindarstellung als recht mihsam und die erzielten Ausbeuten 
waren maBig. Als Kriterium des erfolgten Ringschlusses diente die 
Reaktion nach Lipmann und Tuttle, wobei mit Hydroxylamin in 
waBrigem Milieu eine Hydroxamsiure gebildet wird, die sich mit FeCl, 
als roter Komplex nachweisen 1a8t. In waBrig-alkalischer Lésung, z. B. 
Barytwasser, ergaben die Verbindungen innerhalb weniger Sek. bei 
Zimmertemperatur wieder die Ausgangsprodukte. Uber Umsetzungen 
mit Aminen und Aminosiuren soll spiter berichtet werden. 


15 C,M. Suter, B. P. Evans u. J. M. Kiefer, J. Amer. chem. Soc. 60, 538 
[1938]. 

16 P, Baumgarten, Ber. dtsch. chem. Ges. 59, 1166 [1926]. 

17 Th. Wieland u. H. Bernhard, Liebigs Ann. Chem. 572, 190 [1951]. 

18 F, Lipmann u. L.C. Tuttle, J. biol. Chemistry 158, 571 [1944]; 159, 
21 [1945]. 
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Beschreibung der Versuche 


Monophenyl-phosphor-oxy-dichlorid ,(III), CsH;0,PCl,, Mol.-Gew. 
210,99 Sdp.169 241—243°, Sdp.,. 118—120°. 

18,5g Phenol und 50,0g POCI, werden 6 Stdn. unter RiickfluB mit 2,0¢ 
fein gepulvertem KCl gekocht. Die schwach gelb verfarbte Lésung wird dann im 
Vak. zweimal fraktioniert destilliert. 37,0 g Ausb. (90% d. Th.). 


N-[Monophenyl-phospho]-aminosaure-Salze 


a) Bariumsalz des N-[Monophenyl-phospho]-glycins (La): 1,5¢ 
Glycin und 13,0 g Ba(OH),-8H,O werden in 100 m/ Wasser gelést bzw. suspendiert 
und bei —25° eingefroren. 4,2 g III werden in 50 ml CHCl, gelést und ebenfalls 
auf —25° gekiihlt. Nun wird die organische Lsg. iiber die tiefgefrorene waBr. Phase 
gegossen und das Reaktionsgemisch 4 Stdn. bei Zimmertemperatur geschiittelt. 
Danach wird das CHCl, im Vak. abgedampft, der war. Anteil klar filtriert und 
mit 80 ml Methanol versetzt. Das Prazipitat wird abzentrifugiert, mehrmals mit 
eiskaltem Wasser, anschlieBend mit Methanol gewaschen und im Vak. zunichst 
bei Zimmertemperatur, anschlieBend langsam ansteigend auf 70° iiber P.O; ge- 
trocknet. 5,5 g Ausb. (75% d. Th.). 

BaC,H,NO,;P (366,49) Ber. N 3,82 P 8,45 Gef. N 3,89 P 8,32 

b) Dinatriumsalz von Ia: 1,0g Ia und 387 mg Na,SO, werden in 10ml 
Wasser suspendiert und 2 Stdn. bei Zimmertemperatur geschiittelt. Das gebildete 
BaSO, wird abfiltriert und die klare Lésung mit 20 m/ Methanol versetzt und 
anschlieBend soviel Aceton zugegeben, bis eben eine Triibung auftritt. Das Pro- 
dukt kristallisiert- bei +-1° im Lauf der nachsten 24 Stdn. in kleinen Kuben aus 
und wird nochmals in der gleichen Weise umkristallisiert. AnschlieBend trocknen 
im Vak. bei langsam auf 50° ansteigender Temperatur. 460 mg Ausb. (61% d. Th.). 

Na,C,H,NO;P (275,13) Ber. N 5,08 P 11,26 Gef. N 5,10 P 11,25 

c) Bariumsalz des N-[Monophenyl-phospho]-alanins (Ib): 1,8 g 
pL-Alanin und 13,0 g Ba(OH),-8H,O werden in 100 m/ Wasser gelést bzw. sus- 
pendiert und bei —25° eingefroren. 4,2 g III werden in 50 ml CHCl, gelést und 
ebenfalls auf —25° eingefroren. Es wird dann wie unter a) weiter verfahren. Die 
schlieBlich erhaltene klare wiBr. Lésung wird mit dem halben Vol. Methanol ver- 
setzt und bei +1° auskristallisiert. Umkristallisieren aus Methanol/Wasser. Vor- 
sichtiges Trocknen im Vak. iiber P,O,; bei langsam ansteigender Temperatur. 
460 mg Ausb. (60,5% d. Th.). 

BaC,H,),NO;P (380,52) Ber. N 3,68 P 8,16 Gef. N 3,63 P 8,10 

d) Dinatriumsalz von Ib: 1,0 g Ib und 373 mg Na,SO, werden in 10 ml 
Wasser gelést und wie unter b) weiterbehandelt. Die schlieBlich erhaltene klare 
waBr. Losung wird mit 10 ml Methanol und anschlieBend mit 15 ml Aceton ver- 
setzt und iiber Nacht bei +1° auskristallisiert. Umkristallisieren aus Methanol/ 
Wasser und trocknen wie unter b). 400 mg Ausb. (52,5% d. Th.). 

Na,CyH,,NO;P (289,15) Ber. N 4,85 P 10,72 Gef. 'N 4, 75 P 11,00 

e) Bariumsalz des N-[Monophenyl-phospho]-phenylalanins (Ic): 
3,3 g DL- Phenylalanin und 13,0 g Ba(OH),-8H,O werden in 100 ml Wasser 
suspendiert, 4,2 g III in 50 ml CHCl, gelést und die beiden Ansatze wie unter a) 
weiterbehandelt. Nach dem Abdampfen der organischen Phase verbleibt eine weiBe 
Suspension, die abgenutscht und 5mal mit wenig eiskaltem Wasser gewaschen 
wird. Nachwaschen mit Methanol/Aceton. Trocknen wie unter a). 5,7 g Ausb. 
(62,6% d. Th.). 

BaC,,H,,NO,P (456,61) Ber. N 3,07 P 6,78 Gef. N 3,05 P 6,70 

f) Dinatriumsalz von Ic: 1,0gIc und 311 mg Na,SO, werden in 10ml 
Wasser gelést und wie unter b) weiterbehandelt. Die schlieBlich erhaltene klare, 
waBr. Lésung wird mit 10 ml Methanol und anschlieBend 20 ml Aceton versetzt 
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und iiber Nacht bei +-1° auskristallisiert. In gleicher Weise umkristallisieren und 
trocknen wie unter b). 440 mg Ausb. (55% d. Th.). 

Na,C,;H,,NO;P (365,24) Ber. N 3,83 P 8,48 Gef. N 3,85 P 8,40 

g) Bariumsalz des N-[Monophenyl-phospho]-valins (Id): 2,35 g 

pL- Valin und 13,0 g Ba(OH),-8H,O werden in 100 ml Wasser suspendiert, 4,2 g III 
in 50 ml CHCl, gelést und die beiden Ansitze wie unter c) weiterbehandelt. 
6,2 g Ausb. (76% d. Th.). 

BaC,,H,,NO;P (408,56) Ber. N 3,43 P 7,57 Gef. N 3,40 P 7,55 


h) Dinatriumsalz von Id: 1,0gId und 348 mg Na,SO, werden in 10ml 
Wasser gelést und wie unter b) weiterbehandelt. Die schlieBlich erhaltene klare 
waBr. Lésung wird mit 10 ml Methanol und anschlieBend 30 ml Aceton versetzt 
und iiber Nacht bei +1° auskristallisiert. Umkristallisieren aus Methanol/Wasser 
und trocknen wie unter b). 360 mg Ausb. (46,3% d. Th.). 


Na,C,,H,,NO;P (317,20) Ber. N 4,41 P 9,77 Gef. N 4,38 P 9,81 


i) Bariumsalz des N-[Monophenyl-phospho]-leucins (le): 2,62 g 
pL-Leucin und 13,9 g Ba(OH),-8H,O werden in 100 ml Wasser suspendiert, 
4,2 g III in 50ml CHCl, gelést und die beiden Ansatze wie unter e) weiterbehandelt. 
7,1 g Ausb. (84% d. Th.). 

Ba C,,H,,NO;P (422,59) Ber. N 3,30 P 7,34 Gef. N 3,29 P 7,27 


j) Dinatriumsalz von Ie: 1,0g Ie und 336 mg Na,SO, werden in 10 ml 
Wasser gelést und wie unter b) weiterbehandeit. Die schiieB.ich erhaitene klare 
waBr. Losung wird mit 10 mi Methanol und anschlieBend mit 80 m/ Aceton ver- 
setzt und tiber Nacht bei + 1° auskristaliisiert. In gleicher Weise umkristallisieren 
und trocknen wie unter b), 450 mg Ausbeute (57°/, d. Th.). 


NaC,,.H,,NO;P (331,23) Ber. N 4,29 P 9,31 Gef. N 4,25 P 9.35 
RingschluB mittels SO, in POCI, 


Etwa 2 g SO, werden in einem entsprechenden Vol. POCI, gelést, so daB eine 
2-proz. Lsg. erhalten wird. 2 mMol des jeweiligen Na,-Salzes werden mit 8 ml 
der auf 0° vorgekiihlten Lésung vereinigt und 15 Min. bei Zimmertemperatur ge- 
schiittelt. Der unlésliche Anteil wird daraufhin abzentrifugiert. Die klare tiber- 
stehende Lésung wird mit demselben Vol. Ather versetzt und erneut abzentrifugiert. 
Die nun entstandene klare iiberstehende Lésung wird mit dem halben Vol. Ather 
versetzt und erneut abzentrifugiert. Zu dem Uberstand kommt soviel Petrolather, 
bis keine Triibung mehr entsteht. Es wird wieder abzentrifugiert und das erhaltene 
Produkt dreimal mit Petrolather (40/60) gewaschen. Trocknen im Vak. bei Zimmer- 
temperatur. Alle Arbeiten werden mit absol. Lésungsmitteln im wasserfreien Milieu 
unter getrocknetem N, durchgefiihrt. 


Es wurden erhalten die inneren Anhydride von 
a) Glycin (IIa): 105 mg Ausb. (24,7% d. Th.). 

CgH,NO,P (213,11) Ber. N 6,56 P 14,55 Gef. N 6,30 P 14,0 
b) Alanin (IIb): 125,25 mg Ausb. (27,5% d. Th.). 

C,H, )NO,P (227,15) Ber. N 6,16 P 13,65 Gef. N 5,91 P 12,91 
ce) Phenylalanin (IIc): 150,50 mg Ausb. (24,7% d. Th.). 

C,;H,,NO,P (303,22) Ber. N 4,61 P 10,22 Gef. N 4,30 P 9,95 
d) Valin (IId): 134,27 mg Ausb. (26,3% d. Th.). 

C,,H,,NO,P (255,18) Ber. N 5,49 P 12,15 Gef. N 5,00 P 11,85 


e) Leucin (IIe): 210,13 mg Ausb. (39,0% d. Th.). 
C,.H,,NO,P (269,21) Ber. N 5,20 P 11,51 Gef. N 5,10 P 11,05 
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Zusammenfassung 


Die Darstellung der inneren Anhydride von V-[Monophenyl]-phospho]- 
aminosduren gelang durch Cyclisierung der Na-Salze der N-[Monophenyl- 
phospho]-aminosaiuren mittels SO, in POCI, unter Wasseraustritt. Die 
neuen, sehr feuchtigkeitsempfindlichen Produkte ergeben mit Hydroxyl- 
amin die entsprechenden Hydroxamsiuren, die mit FeCl, zu einem 
roten Komplex weiterreagieren, wie dies von Lipmann und Tuttle 
fiir Phospho-aminosaure-anhydride allgemein beschrieben worden ist. In 
waBrig-alkalischer Lésung zerfallen sie bei Zimmertemperatur rasch wie- 
der in die Ausgangsprodukte. Fiir die Darstellung von N-[Phospho- 
phenyl ]-aminosauren wird eine vereinfachte Synthese angegeben. 


Summary 


Inner anhydrides of some N-[monophenyl-phospho]-amino acids are 
prepared by dehydratively cyclizing the corresponding Na N-[{mono- 
phenyl-phospho]-amino acid salts with SO, dissolved in POCI,. The new, 
very moisture-sensitive products yield with hydroxylamine the cor- 
responding hydroxamic acids, which will further react with FeCl, to 
form red-colored complexes of the type described by Lipmann and 
Tuttle as a general identifying reaction of phosphoamino acids. In 
aqueous alkali solution at room temperature the anhydrides decompose 
rapidly into the starting materials. A simplified method is described 
for the preparation of the N-[monopheny]l-phospho]-amino acids. 





Bd. 





1958) 





Bd. 313 (1958) 251 


Uber Ommochrome, XIV! 
Zur Verbreitung der Ommine im Tierreich 
Von 
Adolf Butenandt, Ernst Biekert und Bernt Linzen 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1958) 


Herrn Professor Dr. Kurt Felix zum 70. Geburtstag gewidmet 


In der vorhergehenden Mitteilung! haben wir tiber die Isolierung 
und Charakterisierung der dunkelvioletten Farbstoffe aus Képfen von 
Bombyx mori und Augenstielen von Crangon vulgaris berichtet und 
gezeigt, daB es sich um Ommine, eine Untergruppe der Ommochrome, 
handelt. Wir haben daraufhin mit den friiher!-* beschriebenen Methoden 
eine Reihe von Tierarten auf das Vorkommen von Ommochromen und 
besonders von Omminen untersucht, um die Verbreitung der Farbstoffe 


festzustellen. 

Die Ommochrome sind frither haufig mit den Melaninen verwechselt worden; 
Becker, der alle bis dahin vorliegenden Arbeiten diskutiert hat‘, nahm ihre Zu- 
ordnung lediglich auf Grund von Gruppeneigenschaften vor. In neuerer Zeit hat 
Goodwin! die Farbstoffe der Wanderheuschrecken Locusta migratoria und Schisto- 
cerca gregaria untersucht und sie mit denen aus E'phestia und Drosophila verglichen. 
Sie sollen identisch sein und die von Becker beobachteten Unterschiede darauf 
zuriickgehen, daB sich die Pigmente in feuchtem und trockenem Zustand verschie- 
den verhalten und besonders in fester Form rasch veraindern; dabei sollen sie mela- 
nin-dhnliche Eigenschaften annehmen. Goodwin schlug fiir die Pigmente den ge- 
meinsamen Namen Insectorubin vor; die Beckerschen Ommine sollten gealter- 
tes Insectorubin darstellen. 

Diese Annahme ist nach den Ergebnissen unserer Untersuchungen nicht zu- 
treffend: Die Ommochrome zersetzen sich zwar sowohl in Lésung als auch in festem 
Zustand mehr oder weniger schnell, doch sind gerade die h6hermolekularen Ommine 
sehr viel stabiler, als die niedrigermolekularen Ommatine, und lassen sich durch 
Eigenschaften und Elementarzusammensetzung eindeutig gegen die Ommatine 
abgrenzen. Wir werden in einer spiteren Arbeit zeigen, daB dariiber hinaus in den 
Augen der von Goodwin untersuchten Heuschreckenarten ein weiterer roter Farb- 
stoff mit Redox-Verhalten auftritt, der sich von den bisher beschriebenen Omma- 
tinen und Omminen unterscheidet. 


1 XIII. Mitteil.: A. Butenandt, E. Biekert u. B. Linzen, diese Z. $12, 
227 [1958]. 

2 A. Butenandt, U. Schiedt, E. Biekert u. P. Kornmann, Liebigs Ann. 
Chem. 586, 217 [1954]. 

3 A. Butenandt u. G. Neubert, diese Z. 301, 109 [1955]. 

4 EK. Becker, Z. Vererbungslehre 80, 157 [1942]. 

5 T. W. Goodwin u. S. Srisukh, Biochem. J. 47, 549 [1950]. 











952 Adolf Butenandt, Ernst Biekert u. Bernt Linzen, Bd. 313 (1958) 


Systematische Untersuchung 
iiber die Verbreitung der Ommine 


Da jeweils nur geringe Mengen an Farbstoff zu erwarten waren, 
dessen Charakterisierung jedoch méglichst eindeutig sein sollte, hing 
die Auswahl der untersuchten Tierarten von ihrer Zuginglichkeit ab. 
Wir untersuchten besonders héhere Krebse, Insekten und Tintenfische. 
Die Isolierung der Farbstoffe wurde hauptsichlich nach dem in der vor- 
hergehenden Arbeit! beschriebenen Aufarbeitungsschema vorgenommen. 
Waren nur wenige Tiere als Ausgangsmaterial vorhanden, so wurde 
lediglich mit Benzol und Methanol je zwei- bis dreimal extrahiert, bis 
der Hauptteil der Begleitfarbstoffe entfernt war; danach wurde mit 
schwefeldioxydhaltigem, salzsaurem Methanol extrahiert und ohne 
weitere Vortrennung papierchromatographiert. 

Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle zusammengefaBt worden’, 
Neben den angefihrten Identifizierungsmethoden wurden Léoslichkeit 
und Redoxverhalten der Farbstoffe untersucht, wobei tibereinstimmende 
Resultate erhalten wurden. 


Vorkommen von Omminen. 


Abkiirzungen: A — Augen; I — Integument; i — Farbstoff isoliert; UV, IR — 
Charakterisierung durch UV-, IR-Spektrum; Chr — Papierchromatographie; 
SA — saurer Abbau; AA — alkalischer Abbau. 














Tiermaterial Organ Identifizierung durch 
CRUSTACEA (Krebse) 
Penaeus membranaceus ....... A i, UV, Chr 
Crangon vulgaris... 1... 2... A,I | i, UV, IR, Chr, SA, AA 
Lismata seticaudata. . ....... A i, UV, Chr, SA 
Leander serratus. ......2..-. A i, UV, IR, Chr, SA 
Pandalus borealis. . . 2... 1... A Chr 
Palinurus vulgaris... ...... A i, UV, IR, Chr, SA 
Astacustorrentium ........ Mei pe 2 Chr 
Carcinus maenas..........i/A i, UV, IR, Chr, SA, AA 
Portunus holsatus ......... A i, UV, IR, Chr, AA 
CHELICE RATA (Spinnen u. Verwandte) 
Limulus polyphemus ........ A, }4,.0V, Chr 
Dolomedus fimbratus . ....... A UV, Chr 
INSECTA 
Odonata (Libellen) 
Aeschna juncea. . ........ A Chr 
Orthoptera (Geradfliigler) 
Gryllotalpa vulgaris... . . ee ie Chr 
Gryllus bimaculatus. . . 2... . A,I | i, UV, Chr, SA’ 
Blattaria (Schaben) 
Blatta orientalis . ........ A i, UV, Chr 





6 Die ausfiihrliche Darstellung der Ommin-Aufarbeitungen s. B. Linzen, 
Dissertat., Tiibingen 1957. 
7 §. Fuzeau-Braesch, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 245, 2401 [1957]. 
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Tiermaterial Organ Identifizierung durch 
; INSECTA 
res n, Rhynchota (Schnabelkerfe) 
ing Gerria lacaivas.. 2 25 sw ww es A Chr 
t ab. Hymenoptera (Hautfligler) 
sche. Atta sexdens. ......2 2s A i, UV, Chr 
vor- Apis mellifia .. 1... 22s A i, UV, Chr 
sitin Coleoptera (Kafer) 
j Melolontha vulgaris. . ...... A Chr 
urde Lepidoptera (Schmetterlinge) 
, bis Galleria melonella. . ....... A Chr 
mit Ephestia kiihniella ........ A i, UV, IR, Chr, SA, AA 
ine Biston cetularia . 1... 1.1.0. A Chr 
Sphina gears. 6 ww tt A Chr 
PUNONGCOINER 6s 6 ws 6 6 we, 8s A Chr 
ens. BOWMOUE MONS 5. sw A i, UV, IR, Chr, SA, AA 
ait Antheraea pernyi. ........ A Chr 
Eudia pavonia. ......... A Chr 
nde Parnassiusapollo ........ A Chr 
Papiliomachaon. ........ A Chr 
OE a) a a a nr A Chr 
Pyrameisatalanta ........ A Chr 
Vanessa urticae ..... ——a 1, UV, Chr, SA, AA® 
—_ Vanessato ....... iA i, UV, Chr, SA, AA® 
ie ; Heliconius spec. . . .. ss son Chr 
Diptera (Zweifliigler) 
Tipula oleracea ......... A i, UV, IR, Chr, AA 
ia Tabanus spec. (bovinus)...... A Chr 
Dioctria atricapilla. ....... A Chr 
_ CEPHALOPODA (Tintenfische) 
Ommatostrephes sagittatus . ... . A i, UV, Chr, SA, AA 
Logilosubulata. ......... A,I | i, UV, Chr, SA, AA® 
Sepia officinalis . . . 1... 2... A i, UV, Chr, SA, AA 
I i, UV, Chr, SA, AA® 
Octopus vulgaris . 2... 1 ew ee A,I | i, UV, Chr 
Eledone moschata. . ....... A,I | i, UV, Chr, SA, AA 





Diskussion der Verbreitung der Ommine 


Aus dieser Zusammenstellung laBt sich erkennen, daB sich das Vor- 
kommen von Ommin iiber simtliche untersuchten Ordnungen der beiden 
groBten Arthropodenklassen, der Crustaceen und Insekten, erstreckt. 
Zieht man die Untersuchungen Beckers mit heran, so lassen sich mit 
groBer Wahrscheinlichkeit unter den Crustaceen auch die Amphipoden 
und Stomatopoden mit einreihen. Nach unseren Untersuchungen fehlt 
Ommin lediglich in den Augen der Heuschrecken (es wurden 7 tropische 
und subtropische Arten untersucht)!°, In den Augen der cycloraphen 

8 Untersuchung durch Frl. H. Kiibler. 

® Unter Mitarbeit von D. Zang. 

10 In den Heuschreckenaugen fand sich bei unseren Untersuchungen ein zie- 
gelroter Farbstoff, der zwar Redoxverhalten zeigt, sich spektroskopisch und papier- 
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Dipteren Calliphora erythrocephala*, Syrphus pyrastri, Musca domestica 
und Drosophila melanogaster findet sich Xanthommatin als einziges 
Ommochrom. 

Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, dient Ommin vor allem als 
Augenfarbstoff; als solcher findet es sich bei Krebsen, Spinnen, 
Insekten und Tintenfischen. Seine Lokalisation in den Nebenpigment- 
zellen und distalen Teilen der Retinulazellen bei Ephestia kiihniella™ 
14Bt vermuten, daB Ommin zumindest in den Augen der Arthropoden 
die Funktion eines Lichtschutzpigmentes ausiibt. Ob dariiber hinaus eine 
Beteiligung am Sehvorgang erfolgt, mu untersucht werden; Ommin ist 
nicht photolabil. 

Als Hautfarbstoff scheint Ommin vor allem bei Cephalopoden 
eine Rolle zu spielen. Die Befunde von Escher-Desriviéres, Lederer 
und Kerrier! und von Schwinck* hatten hier bereits das Vorkommen 
von Ommochromen angezeigt. Die Haut von Eledone moschata kann als 
sehr giinstiges Ausgangsmaterial zur Gewinnung groSerer Ommin- 
Mengen dienen: Pro Tier finden sich in der Haut etwa 10 mg, in den 
Augen weitere 2 mg. Ahnlich liegen die Verhaltnisse bei anderen Tinten- 
fischen. 

Ob Ommin auch bei Gastropoden und Lamellibranchiern vorkommt, steht 
noch offen. Eine an einer Pectinide durchgefiihrte Untersuchung der Schalenfarb- 
stoffe gab keinen Hinweis auf Ommochrome. 

Auch bei Arthropoden findet sich Ommin stellenweise als Haut - 
farbstoff (Crangon, Limulus, Gryllus; dagegen nicht bei Carcinus und 
Portunus); als Fligelfarbstoff bei Insekten konnte es bisher noch 
nicht nachgewiesen werden. Wenn eine rote, gelbe oder braune Farbung 
von Schmetterlingsfliigeln tiberhaupt auf einem Ommochrom beruht, 
so handelt es sich nach den bisherigen Erfahrungen stets um ein Ommatin. 

Die Verbreitung der Ommatine ist noch nicht im gleichen 
Umfang untersucht worden. Wegen ihrer besonders leichten Zersetz- 
lichkeit muB8 zu ihrem Nachweis und ihrer Isolierung méglichst frisches 
Material verarbeitet werden. Nach unseren bisherigen Befunden an 
Hymenopteren, Dipteren und Lepidopteren scheinen die Ommatine 
weit weniger verbreitet zu sein, als die Ommine. 

Ommin tritt jedoch oft mit Ommatinen vergesellschaftet auf, in 
den Augen von Bienen und Schmetterlingen (Papilio, Pyrameis u. a.) 
mit Xanthommatin. Zu einem dhnlichen Ergebnis kam Fuzeau- 
Braesch in einer kirzlich an unserem Institut durchgefiihrten Unter- 
suchung der Haut- und Augenpigmente von Gryllus bimaculatus’. 


chromatographisch aber eindeutig von den bisher bekannten Ommochromen unter- 
scheidet (vgl. S. 257). Der gleiche Farbstoff findet sich in Augen und Haut von 
Limulus polyphemus. 

11 G. Hanser, Z. Naturforsch. 1, 396 [1946]. 

12 J. Escher-Desriviéres, E. Lederer u. M. L. Kerrier, C. R. hebd. 
Séances Acad, Sci. 207, 1447 [1938]. 

13 T, Schwinck, Naturwissenschaften 40, 365 [1953]; Verh. Dtsch. Zool. Ges. 
Erlangen 1955, 71. 
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Wir glauben, daB man nach den Ergebnissen (s. Tabelle) ein nahezu 
universelles Vorkommen von Ommin wenigstens bei den Arthropoden 
voraussagen kann. Ommin, das bisherkaumerkannt underwahnt 
wurde, erweist sich somit als eines der verbreitetsten tieri- 
schen Pigmente iiberhaupt und stellt damit die Ommochrome 
gleichwertig neben andere groBe Naturfarbstoffklassen. 

Es war verlockend, die Untersuchung auf andere Articulaten, be- 
sonders auf phylogenetisch friihe Formen wie die Polychaeten auszu- 
dehnen, deren riuberisch lebende Arten relativ groBe Augen besitzen. 
Bei der Extraktion der Augen von Platynereis dumerilii erhielten wir 
einen blauvioletten Farbstoff, der sich von den bisher untersuchten 
Omminen jedoch spektroskopisch und durch eine kraftige Fluoreszenz 
unterscheidet. Fiir eingehendere Untersuchungen stand leider zu wenig 
Material zur Verfiigung. 


Zur Identitat der Ommine 


Wie wir in der XIII. Mitteilung! gezeigt haben, lassen sich die 
Ommine wegen ihrer Léslichkeitseigenschaften und ihrer Instabilitaét nur 
sehr schwer reinigen. Selbst die bisher reinsten Priparate enthalten noch 
Begleitfarbstoffe!*, Wir kénnen also nur Vergleiche zwischen einzelnen 
Omminpriaparaten ziehen. 

Die Kriterien, die uns zur Identifizierung von Omminpraparaten 
aus verschiedenem Tiermaterial zur Verfiigung stehen, sind Ry-Werte, 
UV- und IR-Spektren sowie Produkte des sauren und alkalischen Ab- 
baus!, Da die IR-Spektren der Ommine nicht sehr charakteristisch sind 
und die geringen Materialmengen zu einer volligen Reinigung oft nicht 
ausreichten, kann noch nicht sicher entschieden werden, wieweit die 
bisher dargestellten Ommine identisch sind. Folgende Befunde machen 
es aber wahrscheinlich, daB der Hauptfarbstoff aller Priparate stets der 
gleiche ist und es somit méglicherweise nur ein einziges ,,Ommin“ gibt: 


1. Die Ry-Werte der einzelnen Ommin-Priparate sind bei gemeinsamer 
Chromatographie stets gleich (0,7 in Ameisensiéure/Methanol/konz. 
Salzsiure 15:3:1). 

. Die UV-Spektren der Ommine zeigen besonders in konz. Schwefel- 
siure charakteristische Banden. Wenn man beriicksichtigt, daB die 
Lagen einzelner Banden bei ein und demselben Farbstoff in ver- 
schiedenen Reinheitsstufen geringfiigig voneinander abweichen 
kénnen, darf man diese Spektren als identisch bezeichnen. Die 
gleiche Ubereinstimmung findet sich bei den Spektren in Puffer- 
lésung von py 7,5 (Amax 520 mu) und in 5-n. Salzsiure*, sowie bei 
den IR-Spektren. 


14 XVI. Mitteil.: A. Butenandt, G. Neubert u. U. Baumann, diese Z. 


314, im Druck. 
15 Vgl. B. Linzen, Verh. Dtsch. Zool. Ges. Frankfurt 1958, im Druck. 


* Das Maximum bei 520 my verschwindet, bei 530 my tritt eine schwache 
Bande auf. 
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Denkbar waren noch Unterschiede, die auBerhalb des chromo- 
phoren Systems liegen und die keinen merklichen EinfluB auf die chro- 
matographische Wanderungsgeschwindigkeit haben. 


Beschreibung der Versuche 


Die Aufarbeitung des Materials wurde nach den in der vorhergehenden 
Mitteilung! beschriebenen Methoden durchgefiihrt. Wenn nur wenig Ausgangs- 
material vorlag, wurde es nach griindlicher Trocknung und Zerkleinerung je 2—3- 
mal bei Zimmertemperatur mit Benzol und Methanol extrahiert und abzentrifugiert. 
Der Riickstand wurde mit 2-proz. salzsaurem Methanol, in das Schwefeldioxyd ein- 
geleitet worden war, extrahiert und der Extrakt nach Abzentrifugieren des Riick- 
standes unmittelbar papierchromatographiert. 

Bei gréBeren Mengen erfolgte die Vorextraktion mit dem Soxhlet-Apparat. 

Die papierchromatographische Identifizierung der Farbstoffe und 
der Produkte des sauren oder alkalischen Abbaus, 3-Hydroxy-kynurenin, Xan- 
thurenséure und 2-Amino-3-hydroxy-acetophenon, erfolgte in den Systemen Kolli- 
din/Lutidin/Wasser 1:1:2 (KLW), Kollidin/0,5-m.Kaliumdihydrogenphosphat 2:3 
(KP), Ameisensiure/Methanol/konz. Salzsiure 15:3:1 (AMS), Butanol/Eisessig/ 
Wasser 4:1:1(BEW) und 4:1:5 (Partridge), Phenol/Citratpuffer!® (PhC), Methanol 
(M), Pyridin/Butanol/Wasser 1:1:1 (PBW) und Phenol/Athanol/Wasser 1:1:1 
(PhAeW). Als Papiere wurden Schleicher & Schiill 2043b und 2045b verwendet. 
Die Identifizierung erfolgte bei den Ommochromen mit Vergleichssubstanzen aus 
friiheren Aufarbeitungen, bei den Abbrauprodukten mit synthetischen Vergleichs- 
substanzen, sowie durch Farbreaktionen. 

Die zum Vergleich gemessenen UV-Spektren wurden in m/15-Phosphatpuffer, 
pu 7,5, in 5-n.HCl und in konz. H,SO, aufgenommen. 

Der alkalis¢éhe Abbau wurde in einem Doppel-Schlenkrohr unter Sauerstoff- 
ausschluB durchgefihrt!’. Beim sauren Abbau wurde die Substanz in der Kon- 
zentration 1 mg/ml in einem Gemisch von Ameisensidure/6-n.HCl 1:1 gelést und 10 
bis 14Stdn. unter RiickfluB erhitzt. Die Aufarbeitung der Reaktionslésungen geschah 
wie friiher beschrieben?. 

Penaeus membranaceus: Augenstiele von 50 Tieren. Ausbeute 1,5 mg 
Ommin. Identifizierung in AMS und KLW, sowie durch UV-Spektren. 

Crangon vulgaris F.: Aufarbeitung siehe |. c.1. 

Lismata seticaudata Risso: Augenstiele von 57 Tieren. Ausbeute 1,28 mg 
Ommin, Identifizierung in AMS, KLW und durch UV-Spektren. Bei saurem Abbau 
von 1,12 mg des Ommins wurde 3-Hydroxy-kynurenin papierchromatographisch (in 
BEW und PhC) nachgewiesen. 

Leander serratus: Augenstiele von 61 Tieren ergaben 2,4 mg Ommin. Iden- 
tifizierung papierchromatographisch (in AMS und KLW), durch UV- und IR-Spek- 
trum. Beisaurem Abbau von 1,16 mg konnte 3-Hydroxy-kynurenin sehr wahrschein- 
lich gemacht werden (Papierchromatographie in BEW und PhC). 

Palinurus vulgaris Latr.: 4 Augenstiele. Ausbeute 1 mg Ommin. Identifi- 
zierung in AMS, KLW, durch UV- und IR-Spektrum. Bei saurem Abbau von 0,7 mg 
konnte 3-Hydroxy-kynurenin sehr wahrscheinlich gemacht werden (BEW und 
PhC). 

Carcinus maenas L.: Augenstiele von 340 Tieren. Das Material muBte vor 
der Extraktion mit verdiinnter Salzsiure entkalkt werden. Ausbeute 5,55 mg Om- 
min, das papierchromatographisch (AMS, KLW), durch UV- und IR-Spektrum 
identifiziert wurde. Alkalischer Abbau von 2,10 mg ergab 2-Amino-3-hydroxy- 
acetophenon und Xanthurensaure, die papierchromatographisch (KLW und Par- 
tridge) identifiziert wurden. 1,15 mg des Ommins wurden sauer abgebaut: 3-Hy- 


16 H. K. Berry u. L. Cain, Arch. Biochemistry 24, 179 [1949]. 
17 A, Butenandt, U. Schiedt u. E. Biekert, Liebigs Ann. Chem. 586, 229 
[1954]. 
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droxy-kynurenin wurde papierchromatographisch (PhC, KLW, M) und durch UV- 
Spektrum identifiziert. 

Von einem Teil der Tiere wurden Scheren und Schreitbeine abgetrennt, .ent- 
kalkt und wie iiblich extrahiert. Es konnte kein Ommochrom gefunden werden. 

Portunus holsatus L.: Aus den Augenstielen von 322 Tieren wurden 9 mg 
noch unreines, nach weiterer Reinigung 2,2 mg reines Ommin isoliert. Identifizie- 
rung durch Papierchromatographie (AMS, KLW), durch UV- und IR-Spektrum. 
1,07 mg wurden alkalisch abgebaut und 2-Amino-3-hydroxy-acetophenon und 
Xanthurensiéure nachgewiesen. 

Limulus polyphemus L.: 19 Augen und kleine Carapax-Stiicke wurden auf- 
gearbeitet. Aus den Augen wurden 1,9 mg, aus der Hypodermis 3,9 mg Ommin 
isoliert. Identifizierung in den Systemen AMS, KLW und KP und durch UV-Spek- 
trum. In den Uberstand nach der Neutralisation des Rohextraktes wurde SO, ein- 
geleitet: Nach einigen Tagen bildete sich ein hellroter Niederschlag, der in den Sy- 
stemen KLW und KP die Ry-Werte 0,22 bzw. 0,09 hatte (vgl. S. 253 Anm.?®), 

Dolomedes fimbratus L.: 3 Tiere, deren Augenfelder untersucht wurden. 
Durch Papierchromatographie in AMS und KP, sowie durch UV-Spektrum wurde 
Ommin nachgewiesen. 

Blatta orientalis L.: 3470 Tiere. Ausbeute 3,2 mg Ommin; Identifizierung 
in AMS und KP, sowie durch UV-Spektrum. 

Apis mellifica L.: 200 Képfe. Nach Abtrennung der Ommatinfraktion, in 
der papierchromatographisch und durch UV-Spektrum Xanthommatin nachgewie- 
sen wurde, wurde Ommin papierchromatographisch (AMS) und durch UV-Spek- 
trum identifiziert. 

Ephestia kiihniella Z.: 15500 Koépfe (altes Material). Ausbeute 25,20 mg 
Ommin. Identifizierung in AMS und KP, sowie durch UV- und IR-Spektrum. 4,8mg 
wurden alkalisch abgebaut und 2-Amino-3-hydroxy-acetophenon und Xanthuren- 
siure nachgewiesen (BEW). Bei saurem Abbau von 1,4 mg des Ommins wurde 3- 
Hydroxy-kynurenin gefunden (PBW und BEW). 

Bombyx mori L.: Aufarbeitung siehe 1. c.1. 

Tipula oleracea L.: 325 Képfe. Ausbeute 3,10 mg Ommin. Identifizierung 
papierchromatographisch (AMS, KP), durch UV- und IR-Spektrum. Im Roh- 
extrakt wurde auch Xanthommatin papierchromatographisch nachgewiesen (KP). 
2,34 mg Ommin wurden alkalisch abgebaut. Papierchromatographisch (BEW, M) 
wurden 2-Amino-3-hydroxy-acetophenon und Xanthurensaure nachgewiesen. 

Ommatostrephes sagittatus LM.: Augen von 66 Tieren wurden aufgearbei- 
tet. Ausbeute 29,3 mg Ommin, das durch Papierchromatogramme in AMS und KP, 
sowie seine UV-Spektren gekennzeichnet wurde. 3,3 mg wurden alkalisch abgebaut 
und 2-Amino-3-hydroxy-acetophenon und Xanthurensaure papierchromatogra- 
phisch nachgewiesen (BEW). Bei saurem Abbau von 1,44 mg wurde 3-Hydroxy- 
kynurenin gefunden (Papierchromatogramme in BEW, KLW und PBW). 

Loligo subulata: Augen und Haut von 250 Tieren wurden gemeinsam auf- 
gearbeitet. Ausbeute 85 mg Ommin. Identifizierung papierchromatographisch 
(AMS, KLW, KP) und durch UV-Spektrum. Nach alkalischem Abbau von 8,8 mg 
wurden Xanthurenséure und 2-Amino-3-hydroxy-acetophenon, nach saurem Abbau 
3-Hydroxy-kynurenin papierchromatographisch nachgewiesen. 

Sepia officinalis L.: Augen von 10 Tieren. Ausbeute 31,1 mg Ommin. 
Identifizierung papierchromatographisch (AMS, KP) und durch UV-Spektrum. 
4,8 mg wurden alkalisch abgebaut und 2-Amino-3-hydroxy-acetophenon und Xan- 
thurenséure nachgewiesen (BEW und M). Nach saurer Hydrolyse von 1,58 mg 
wurde 3-Hydroxy-kynurenin identifiziert (BEW, KLW, PBW, PhAeW). Aus der 
Haut der Tiere wurden 74,2 mg Ommin isoliert, das ebenso durch Chromatogramme, 
UV-Spektren, sauren und alkalischen Abbau identifiziert wurde. 

Octopus vulgaris LM.: Augen von 25 Tieren. Ausbeute 73,2 mg Ommin. 
Aus einigen, zusammen handgrofen Hautstiicken wurde ebenfalls Ommin in guter 
Ausbeute (14,75 mg) erhalten. Identifizierung durch Papierchromatogramme (AMS, 
KP) und UV-Spektrum. 
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Eledone moschata LM.: Augen und Haut von 42 Tieren wurden getrennt 
aufgearbeitet. Die Zerkleinerung der Haut machte anfangs groBe Schwierigkeiten ; 
sie gelang am besten nach ZerreiBen in kleine Stiickchen und scharfem Trocknen 
durch Mahlen in einer Kugelmiihle. Ausbeute 413,4 mg aus der Haut und 73,2 mg 
aus den Augen. Identifizierung durch Papierchromatogramme (AMS, KP, KLW) 
und UV-Spektrum. 5,1 mg Ommin aus der Haut und 4,8 mg Ommin aus den Augen 
wurden alkalisch abgebaut. 2-Amino-3-hydroxy-acetophenon und Xanthurensaure 
wurden papierchromatographisch (BEW, M), 2-Amino-3-hydroxy-acetophenon 
auch durch UV-Spektrum identifiziert. Bei saurem Abbau wurde 3-Hydroxy- 
kynurenin in zahlreichen papierchromatographischen Systemen nachgewiesen. 

Die iibrigen in der Tabelle aufgefiihrten Arten wurden lediglich papierchro- 
matographisch untersucht. 


Fir ihre Hilfe bei der Beschaffung des Tiermaterials sind wir zu groBem Dank 
verpflichtet: Herrn Prof. W. Bauer (Wilhelmshaven), Herrn Dr. P. M. Breiten- 
feld (Tiibingen), Herrn Prof. Dr. R. Dohrn (Neapel), Mr. Louis Euzet (Séte), 
Herrn Dr. A. Egelhaaf (Tiibingen), Herrn Dr. R. Fange (Lund), Herrn Dr. K. A. 
Forster (Illertissen), Frl. Dr. G. Hanser (Miinchen), Herrn Dr. C. Hauenschild 
(Tiibingen), Herrn W. Jonasson (Tiibingen), Herrn Dr. P. Karlson (Miinchen), 
Herrn K, Liiders (Wilhelmshaven), Herrn W. Sattler (Schlitz), Frau B. Weiler 
(Tiibingen). 


Zusammenfassung 


Ommine sind als Augen- und Hautfarbstoffe bei Arthropoden und 
Tintenfischen allgemein verbreitet. Die einzelnen Priaparationen sind 
in ihrer Hauptkomponente wahrscheinlich identisch. 


Summary 


Ommins are found widely distributed as general eye and skin 
coloring substances in arthropods and cephalopods. Preparations from 
various sources are probably identical in their main component. 
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Vitamin B,, mit VitaminB,,-bindendem Protein 
als antianimisch wirksames Prinzip* 


Von 
I. Pendl, W. Franz und D. Hunkel-Trees 


Aus dem Institut fiir Vegetative Physiologie und der II. Medizinischen Klinik 
der Universitit Frankfurt a. Main 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. August 1958) 


Herrn Prof. Felix zum 70. Geburtstag gewidmet 


Vitamin B,, ist in vivo bei Patienten mit pernicidser Anamie als anti- 
animischer Stoff voll wirksam, wenn es intramuskular oder intraven6és 
injiziert wird, nicht wirksam dagegen per os. 

In vitro ist Vitamin B,, allein unwirksam!?. Wenn man Knochen- 
markskulturen von Perniciosakranken in Patientenserum Vitamin B,, zu- 
fiigt, wandeln sich die Megaloblasten nicht um. Sie reifen wohl und nach 
72 Stdn. sind fast nur noch orthochromatische Megaloblasten zu finden, 
jedoch keine Normoblasten. Wenn man der Zellkultur im homologen 
Serum auBer Vitamin B,, aber normalen Magensaft, Folsiure oder Foli- 
ninsiure zusetzt, oder wenn man im Normalserum mit Vitamin B,, kul- 
tiviert, dann wandelt sich ein Teil der Megaloblasten in Normoblasten 
um}, 

Die Umwandlung von Megaloblasten in Normoblasten, die Sacchetti und 
Parreira® schon bei Zusatz von Vitamin B,, allein beobachten, léBt sich mit den 
Versuchen der anderen Autoren!? nicht vergleichen, da ihr Naihrmedium Hiihner- 
plasma und Hiihnerembryonalextrakt enthielt und man annehmen kann, daB sich 
darin ein Stoff befindet, der die Aufnahme von Vitamin B,, bewirkt oder beschleu- 
nigt, der im Perniciosaserum fehlt oder nur in geringer Menge vorhanden ist. Swan 
und Mitarb.4 beobachteten auch eine Umwandlung mit VitaminB,, allein im 
Perniciosaserum, das MHihnerplasmagerinnsel und Hiihnerembryonalextrakt 
enthielt, waihrend im reinen Perniciosaserum VitaminB,, allein keine Wirkung 
hatte. 

Der normale menschliche Magensaft enthalt eine Vitamin B,,-bin- 
dende Substanz, die offenbar ein Protein ist®-’?. Sie laBt sich nicht ultra- 
filtrieren und wird von Proteinasen verdaut’. Nach qualitativen Unter- 


* Ausgefiihrt mit Mitteln der deutschen Forschungsgemeinschaft. 

18. T. Callender u. L.G.Lajtha, Blood 6, 1234 [1951]; R. B. Thompson, 
Blood 8, 522 [1952]; G. Astaldi u. G. Cardinali, 1. Europaisches Symposion iiber 
Vitamin B,, und Intrinsic factor, Hamburg 1956, Ferd. Enke, Stuttgart 1957, S. 341. 

2 T. Pend u. W. Franz, Nature [London] 181, 488 [1958]. 

3 C. Sacchetti u. F. da Silva Parreira, Haematologica [Pavia] 36, 1109 
[1952]; ht Parreira, Gazeta Médica Portuguesa 6, 527 [1953]. 

4H. T. Swan, E. H. Reisner u. M. Silverman, Blood 10, 735 [1955]. 

6 LL. Ternberg u. R, E. Eakin, J. Amer. chem. Soc. 71, 3858 [1949]. 

6 J. Pendl u. W. Franz, Acta haematologica 18, 207 [1955]. 

7 R. Grasbeck, Acta med. scand. 154, Supplement 314 [1956]. 
17* 
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suchungen enthalt sie 10 verschiedene Aminosiuren und noch nicht 
niher charakterisierten Zucker. Sie fehlt im Magensaft Perniciosakranker 
oder ist stark vermindert. Die Diskussion dariiber, ob die Bindungs- 
aktivitait des Magensaftes etwas mit der Intrinsic-factor-Aktivitaét zu tun 
hat, scheint weitgehend dahin entschieden, daB die Bindung von 
Vitamin B,, mindestens eine wesentliche Eigenschaft des Intrinsic 
factor ist8-!°, 


Die groBen Unterschiede, die von verschiedenen Autoren fiir die Bindung von 
Vitamin B,, in einzelnen Intrinsic-factor-Praiparaten gefunden wurden, waren 



































offenbar durch die verschiedenen mikrobiologischen Methoden bedingt, die zu ihrer 
Bestimmung angewandt wurden, da einzelne Mikroorganismen auch gebundenes | 
Vitamin B,. verwerten kénnen®. Intrinsic factor bindet VitaminB,,. offenbar in 
stéchiometrischem Verhiltnis® und ein hochgereinigtes Vitamin B,)-bindendes Pro- 
tein aus Schweinemagenmucosa hat starke Intrinsic-factor-Aktivitat?®. 

Es scheint, daB der Intrinsic factor die Aufnahme von Vitamin B,, 
durch die Magen- oder Darmschleimhaut erst erméglicht und wahr- 
scheinlich spielt das Vitamin B,.-bindende Protein dabei eine entschei- 
dende Rolle. So haben Holdsworth und Coates" die Aufnahme von 
radioaktivem Vitamin B,, am Rattendarm beobachtet. Sie wurde durch 
Extrakte aus Rattenmagen vervielfacht und das Vitamin lag dabei in 
gebundener Form vor. 

Auch normales menschliches Serum enthalt eine Substanz, die 
Vitamin B,, bindet, die elektrophoretisch mit den «-Globulinen wan- 
dert!2, und die im Perniciosaserum vermindert ist. 

Beide Stoffé also, die imstande sind, gemeinsam mit Vitamin B,, 
Megaloblasten in Normoblasten umzuwandeln, Normalserum und nor- 
maler Magensaft!, vermégen Vitamin B,, zu binden. So lag die Vermutung 
nahe, daB Vitamin B,,-bindendes Protein, gemeinsam mit Vitamin B,, 
dem Serum Perniciosakranker zugesetzt, imstande sein wiirde, die Me- 
galoblasten des Perniciosamarks in Normoblasten umzuwandeln, daB 
also VitaminB,, erst in gebundener Form als antianamischer 
Stoff wirksam ist. Um das zu priifen haben wir in Kulturen von Kno- 
chenmark Perniciosakranker in vitro im homologen Serum die Umwand- 
lung von Megaloblasten in Normoblasten mit Vitamin B,, allein und ge- 
meinsam mit der bindenden Fraktion aus Magensaft beobachtet. Zur 
Kontrolle wurden die von friiheren Autoren als wirksam beobachteten 
Stoffe wie normaler Magensaft und Folsiiure dem Vitamin B,, enthalten- 
den Perniciosaserum zugesetzt oder es wurde im Normalserum kultiviert. 


8 R. F. Schilling u. L. L. Schloesser, 1. Europiisches Symposion iiber 
Vitamin B,, und Intrinsic factor, Hamburg 1956, Ferd. Enke, Stuttgart 1957, 8.194; 
M. B. Bunge u. R. F. Schilling, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 96, 587 [1957]; 
R. Grasbeck, persénliche Mitteil. 

9 M. E. Gregory u. E. 8. Holdsworth, Biochem. J. 66, 456 [1957]. 

10 EK. 8. Holdsworth, Biochem. J. 66, 59P [1957]. 

11 KE. 8. Holdsworth u. M. E. Coates, Nature [London] 177, 701 [1956]. 

12 W.R. Pitney, M. F. Beard u. E. J. van Loon, J. biol. Chemistry 207, 143 
[1954]; A. A. Lear, J. W. Harris, W. B. Castle u. E. M. Fleming, J. Lab. clin. 
Med. 44, 715 [1954]. 
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Beschreibung der Versuche 


Das Knochenmark wurde als Suspension in Serum/Geyscher Lésung 2:1 
nach Osgood und Lajtha" kultiviert. Fiir unsere Fragestellung eignete sich 
nur diese Art der Kultur, da wir jeden Zusatz von Gewebe, Hiihnerplasma oder 
Embryonalextrakt vermeiden muBten, um nicht etwa antianimisch wirksame Sub- 
stanzen einzuschleppen und damit die Ergebnisse zu verwischen. 

Geysche Lésung?®: 0,8 g NaCl, 0,037 g KCl, 0,023 g NaHCO,, 0,017 g CaCl,, 
0,021 g MgCl,-6H,0, 0,015 g Na, HPO,:2H,0, 0,003 g KH,PO,, 0,007 g MgSO,-7H,0, 
0,1 g Dextrose, 0,01 g Streptomycin und Wasser ad 100 ccm. Die Salzlésung wurde 
durch ein Bakterienfilter gegeben. AnschlieBend wurden 0,1 mg PenicillinG/100 ccm 
zugesetzt. 

Das Knochenmark wurde in einer sterilen Spritze aufgezogen, in 5 ccm steriler 
Geyscher Lésung von 37°, die 1:20000 Heparin enthielt, iibergefiihrt, vorsichtig 
geschiittelt und so schnell wie méglich mit der Handzentrifuge (80—100 U/Min.) 
abzentrifugiert, unter sterilen Bedingungen (es wurden kleine, mit Watte zuge- 
stopfte, sterile Zentrifugenréhrchen verwendet) zweimal mit Geyscher Lésung 
(ohne Heparin!) gewaschen und jedesmal erneut ~ 3 Min. zentrifugiert. Nach dem 
letzten Zentrifugieren wurden die kernhaltigen Zellen ausgezahlt und in das Nahr- 
medium (Serum / Geysche Lésung 2:1) so verteilt, daB ~ 4000 kernhaltige Zellen/ 
ecm enthalten waren. Der pa-Wert des Gemisches wurde zwischen 7,2 und 7,6 ge- 
halten. Wenn er héher war, wurde unter sterilen Bedingungen CO, eingeleitet, da 
ein weiteres Ansteigen des py die Zellen schadigt?®. 

Dem Nahrmedium wurden jeweils 0,002—0,004 y Vitamin B,,, 5 y Folsaure, 
0,1 cem normaler menschlicher Magensaft, 1 mg Vitamin B,-bindendes oder -nicht- 
bindendes Protein aus normalem menschlichem Magensaft oder die Vitamin B,,- 
bindende Fraktion aus Normalserum zugesetzt, oder das Patientenserum wurde 
durch Normalserum ersetzt und diesem Vitamin B,, allein oder mit Folsaure zuge- 
setzt (s. Tab. 1). Es wurden jeweils 3 com Naihrmedium angesetzt. Vitamin B,,-bin- 
dendes Protein wurde mit Vitamin B,,, in 0,2 com Geyscher Lésung geldést, 20 Min. 
im Dunkeln stehen gelassen, dann erst das Nahrmedium zugefiigt, weitere 20 Min. 
bei 37° stehen gelassen und zum SchluB die Zellen zugefiigt und bei 37° inkubiert. 

Nach 24 und 48 Stdn. wurden Ausstriche gemacht, mit May-Griinwald- 
Giemsa-Lésung gefarbt und darin jeweils auf 500 weife Zellen alle kernhaltigen 
roten Blutzellen differenziert ausgezahlt. SchlieBlich wurde die Anzahl der Normo- 
blasten, die pro 500 weiBe Zellen gefunden wurden, fiir 100 weiBe Zellen bzw. 100 
gesamte rote Zellen berechnet (Tab. 1). 

Bei den einzelnen Patienten konnte immer nur ein Teil der Zusitze ausprobiert 
werden. Der limitierende Faktor war die Menge des entnommenen Knochenmarks. 

Zur Bestimmung des aufgenommenen VitaminB,,-[5*Co] wurde auf 
die gleiche Art verfahren, nur wurden 0,008—0,01 y des markierten Vitamins sorg- 
sorgfaltig mit einer Mikropipette zugesetzt. Die gréBere Menge Vitamin B,. wurde 
angewendet, um geniigend starke Strahlung zu erhalten. Die Strahlungsintensitat 
unseres Praparates (Fa. Abbott, Lab., Chicago, Ill.) betrug zu Beginn unserer 
Isotopenversuche 725 wC/mg Vitamin B,, (28. 10. 57). Nachdem die Zellen 15—30 
Min. oder 120 Min. inkubiert waren, wurden sie abzentrifugiert und sorgfaltig vom 
Uberstand getrennt. Es wurde in graduierten Rohrchen gearbeitet, damit die 
Menge Riickstand und Uberstand in jedem Rohrchen gleich war. Die Zellen wurden 
dann in Aluminiumschialchen iibergefiihrt, verascht und ausgezahlt. Es wurden 
jeweils 1200 Impulse bestimmt (statistischer Fehler 3%). Es liegen daher auch die 
relativ kleinen Unterschiede, die man in den Réhrchen mit und ohne Vitamin B,»- 
bindendem Protein beobachtet, weit auBerhalb der Fehlergrenze (s. Tab. 2). 


13 EK. E. Osgood u. C. E. Brownlee, J. Amer. med. Assoc. 108, 1793 [1937]. 
14 L. G. Lajtha, J. clin. Pathol. 5, 67 [1952]. 

15 G. O. Gey u. M. K. Gey, Amer. J. Cancer 27, 45 [1936]. 

16 EK. E. Osgood, Ann. N. Y. Acad. Sci. 59, 809 [1955]. 















































262 





I, Pendl, W. Franz u. D. Hunkel-Trees, Bd. 313 (1958 
Zur Darstellung des VitaminB,,-bindenden Proteins haben wir in 
den ersten Versuchen Niichternsekret entnommen und nach dem Abzentrifugieren, 
wie in einer friiheren Arbeit beschrieben®, 10:1 konzentriert, in Phosphatpuffer, 
pu 6,5, uw = 0,3, 6Stdn. papierelektrophoretisch laufen gelassen. In einem Teil des 
Streifens wurde das Protein mit Amidoschwarz 10B angefarbt. Der Rest wurde 
in 1 cm breite Querstreifen geschnitten, diese iiber Nacht mit Wasser extrahiert, 
der Extrakt im Luftstrom bei ~ 15° getrocknet und in aliquoten-Teilen mikrobio- 
logisch das Vitamin B,,.-Bindungsvermégen bestimmt®. Diejenigen Anteile, die das 
starkste Bindungsvermégen aufwiesen, wurden entweder direkt verwendet oder 
nochmals unter den gleichen Bedingungen elektrophoretisch laufen gelassen 
und erneut das Bindungsvermégen mikrobiologisch bestimmt. Bei der erneuten 
Elektrophorese findet sich der bindende Anteil wieder an der gleichen Stelle. 
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i Papierelektrophorese von Vitamin- 
See B,o-[°8Co] mit (a und b) und ohne (c) 














a) mit Amidoschwarz 10 B angefarbt; 
a b) und c) wurden mit dem Radio- 
papierchromatograph ausgewertet. 





A 6) normalem menschlichem Magensaft 
cS P| in Phosphatpuffer, py 6,5, wu = 0,3, 
= = Laufzeit 6 Stdn. 
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laufstrecke —_ 


In spateren Versuchen haben wir nach Gris beck’ den Magensaft nach Insulin- 
gaben entnommen. Die Bindungsaktivitat der einzelnen Fraktionen wurde mit 
der Methode der Hemmung der mikrobiologischen Adsorption von Yamamoto und 
Chow?’ mit Hilfe von Vitamin B,,-[58Co] bestimmt. In manchen Fallen lieBen wir 
auch Magensaft oder Vitamin B,,-bindendes Protein mit dem markierten Vitamin 
elektrophoretisch laufen und lokalisierten das gebundene Vitamin mit dem Radio- 
papierchromatograph (s. Abbildung). 

Unter den gegebenen Bedingungen wandert Vitamin B,, in gebundener Form 
schneller als ungebunden. Auf die gleiche Art wurde die Lage des gebundenen 
Vitamins bei der Serumelektrophorese bestimmt. 

In anderen Fallen wurde der Magensaft sofort nach der Entnahme neutralisiert, 
abzentrifugiert und der Uberstand bei pq 7 mit Ammoniumsulfat fraktio- 
niert (0,2, 0,4, 0,8 und Ganzsattigung). Die einzelnen Niederschlage wurden in 
wenig Phosphatpuffer, px 6,5, aufgenommen und gegen den gleichen Puffer bis zur 
Sulfatfreiheit dialysiert. Es wurde im Luftstrom bei etwa 15° getrocknet und in 
aliquoten Teilen das Vitamin B,.-Bindungsvermégen nach einer der oben erwahnten 
Methoden bestimmt. Die Ergebnisse waren insofern nicht befriedigend als der Vita- 
min B,,-bindende Anteil sich nicht immer in der gleichen Fraktion befand. Magensaft 
enthalt auch nach dem Abzentrifugieren immer noch wechselnde Mengen Mucoide, die 
offenbar die bindende Substanz mehr oder weniger gut in Lésung zu halten vermégen. 
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Ergebnisse und Diskussion 


In manchen Kulturen, die Vitamin B,, und Vitamin B,,-bindendes 
Protein aus Magensaft (VP,, VP.) oder Serum (VP;) enthielten, waren 
schon nach 24 Stdn. 20—50°%, der kernhaltigen roten Zellen als Normo- 
blasten vorhanden, wahrend bei Zusatz von Vitamin B,, allein (V) oder 
mit normalem Magensaft (VM) oder Folsaéure (VF) oder bei Kultur im 
Normalserum mit Vitamin B,, (NV) nur geringere Mengen umgewandelt 
wurden (s. Tab. 1). Setzt man Magensaftfraktionen, die kein Vitamin B,, 
binden, dem Perniciosaserum zu (VP,), so sind sie unwirksam. In man- 
chen Perniciosaseren sieht man schon mit Vitamin B,, allein eine gewisse 
Umwandlung (Patient Di; V). Das mag daran liegen, da ja auch Perni- 
ciosaserum noch mehr oder weniger Bindungsaktivitat fiir Vitamin B,, 
besitzt. Es war uns leider aus technischen Griinden nicht méglich, jedes 
Perniciosaserum auf seine Bindungsaktivitat zu prifen. 

Man muB8 wohl annehmen, daB Vitamin B,, in die Megaloblasten ein- 
dringen mu8, um dort zu wirken und die Umwandlung von Megaloblasten 
in Normoblasten herbeizufiihren. Fischer!*® konnte zeigen, daB relativ 
niedrigmolekulare Proteine ungespalten in Zellen eindringen kénnen und 
deren Stoffwechsel beeinflussen. Vielleicht sind unsere Versuche so zu 
deuten, daB Vitamin B,, erst an Protein gebunden und mit diesem ge- 
meinsam in die Zellen einzudringen vermag. Um zu priifen, ob das tat- 
sichlich der Fall ist, haben wir Vitamin B,,-[58Co] mit und ohne Vita- 
min B,>,-bindendem Protein dem Perniciosaserum zugesetzt und darin 
Zellen aus Perniciosaknochenmark inkubiert. Es zeigte sich, da aus dem 
Kulturmedium schon nach 15—30 Min. mehr Vitamin B,, in die Zellen 
eingedrungen war als in den Versuchen mit Vitamin allein (Tab. 2). Bei 
langerer Inkubation verwischen sich die Unterschiede. Da ja aber nur 
relativ geringe Mengen Vitamin B,,-[°8Co] in die kleinen Mengen Knochen- 
markszellen, die zur Verfiigung stehen, eindringen kénnen, waren die 
Unterschiede beim Auszihlen der Strahlung relativ gering, aber doch 
signifikant (vgl. Beschreibung der Versuche). 

In diesem Zusammenhang ist es interessant, dafs Whipple und Mit- 
arbeiter!® beim Hund beobachtet haben, da nach Animien wihrend 
aktiver Zellregenerierung das Protein der Erythrocytenstromata beson- 
ders reich an Vitamin B,, ist. 

In vorliufigen Versuchen haben wir papierchromatographisch in dem 
nicht dialysierbaren elektrophoretisch getrennten bindenden Protein aus 
Magensaft die Aminosiuren Leu (Ileu), Val, Met, Ala, Gly, Glu, Asp, 
CySH, Pro und Thr nachgewiesen (unveréffentlichte Versuche). 


18 H. Fischer, L. Kreuzer u. H. Argenton, 1. Intern. Tagung iiber 
Thrombose und Embolie, Basel 1954, Benno Schwabe, Stuttgart 1955, 8S. 136; 
H. Fischer u. L. Wagner, Naturwissenschaften 41, 532 [1954]. 

19 G. H. Whipple, F.S. Robscheit-Robbins u. W. F. Bale, J. exp. Medi- 
cine 102, 725 [1955]. 
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kranken nach Inkubation mit verschiedenen Zusatzen. 
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Tab. 1. Anzahl der Normoblasten in Knochenmarkskulturen von Perniciosa- 



















































































Patient Hi. Sch. Di. Ma. St. Gr. 
Inku- 
— 24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48 
(Stdn.) 
L* 0 0 0 0 0 0,8; 1,2] 0,2] 3,6] 0 2,4 
Vv 0 0 0 0 7,9| 0 1,8] 0,2) 2 0 0,6 
Normo- | VP, | 11,2 10,6 | 22,8 6,8 | 19,0 | 23,9 | 14,0] 15,8] 9,2 
blasten | VP. | 21,8 3,2} 41,1)17,0] 9 28,2 | 10,3 
bezogen VP, 33,6 | 12,5 
auf 100 | VP, 0 3,0 1,25] 6,0 
weiBe VM 8,4 | 2,6 
Zellen VF 3,0} 4,9] 4,2] 3,4] 2,2 
N 2,6 2,0} 6,8) 2,4)15 5,0 3,2] 5,4 
NV /|12,6 12,1] 19 2,0 9,0 3,8] 6,4 
NVF 8,0 | 49,2 9,0 
L 0 0,5} 0 0 0 0 1,3 | 2,1.) 0,33] 8,2 | 0 4 
Vv 0 0 0 0 | 15,3] 0 3,4| 0,29] 4,8 | 0 2,1 
Normo- | VP, |15,2]}14 [15 7,6 9,7 | 19,2 |17,9 |17,5 | 32,2 | 23,9 
blasten | VP, | 22,5|33,4] 4,5 | 15,6 | 26,7 | 14,5 51,8 | 30,0 
bezogen | VP, 67,2 | 27,8 a 
auf 100 | VP, 0 6,9 1,6 | 6,25 
Ery- VM 13,6 | 3,6 
thro- VF 4,5] 1,8] 4,9] 6,3] 4,04 
blasten N 3,4] 9,4] 3,4] 3,2] 4,8] 18,7 8,7 7,6 | 11,8 
NV _ / 11,4] 26,4 27,8 | 28,8 | 5,7 14,3 11,7 | 16,7 
NVF 14,6 | 24,6 14,6 


* L = 2/, Patientenserum + 1/, Geysche Lésung; V = 2/, Patientenserum + 
1/, Geysche Lésung + 0,002 y Vitamin B,,; VP, = wie V + Vitamin B,,.-bindendes 
Protein aus normalem menschlichem Magensaft, elektrophoretisch iscliert; VP, = 
wie V + Vitamin B,,-bindendes Protein aus normalem menschlichem Magensaft, 
durch Ammoniumsulfat-Fraktionierung gewonnen; VP, = wie V + Vitamin B,,-bin- 
dende elektrophoretische Fraktion aus menschlichem Normalserum; VP, = wie V 
+ Ammoniumsulfatfraktion aus normalem menschlichem Magensaft, die kein Vi- 
tamin B,, bindet; VM = wie V + 0,1 cm? normaler menschlicher Magensaft; VF = 
wie V + 5y Folsiure; N = 2/, Normalserum + 1/, Geysche Lésung; NV = 2/, 
Normalserum +- 1/; Geysche Lésung + 0,002 y Vitamin B,,.; NVF = wie NV + 5y 
Folsaure. 


Tab. 2. Knochenmarkszellen mit Vitamin B,,-[5*Co] inkubiert. Anzahl der 

















































Ausschlage/Min. 
Patient He. Om. Ha. Sch. 
kubati sit ; 
sr: (in) 30 120 30 120 15 30 120 
ve 12,4 29,3 18,7 24,9 13,1 3,4 9,1 
13,7 13,4 14,6 17,5 13,0 4,4 ¥ | 
VP 17,2 26,6 23,5 18,3 19,6 5,8 8,2 
19,3 24,2 17,9 17,5 5,4 12,6 


* V = 2/, Perniciosaserum + 1/, Geysche Lésung + 0,01 y Vitamin B,,-[58Co]. 
3 3 70y' g Y 12 
VP = wie V + 1 mg Vitamin B,,-bindendes Protein aus menschlichem Magensaft. 
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Uber weitere Reinigung und Eigenschaften des bindenden Proteins 
aus menschlichem Magensaft hoffen wirdemniachst berichten zu kénnen.* 


Fiir die Durchfiihrung der Isotopenversuche sind wir den Herren Dr. Dose, 
Dr. Schraub und Dr. Wilhelm vom Max-Planck-Institut fiir Biophysik (Leiter 
Prof. Dr. B. Rajewsky) sehr zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Vitamin B,,-bindendes Protein aus menschlichem Magensaft ist ge- 
meinsam mit Vitamin B,, fiir die Umwandlung von Megaloblasten in 
Normoblasten im Perniciosaserum hochwirksam, wirksamer als normaler 
Magensaft oder Normalserum. Vitamin B,,-[**Co] dringt gemeinsam mit 
diesem leichter in Perniciosa-Knochenmarkszellen ein als ohne bindendes 
Protein. 

Summary 


Vitamin B,,-binding protein from human gastric juice in combination 
with vitaminB,, is highly effective for the transformation of megalo- 
blasts into normoblasts in pernicious serum and is more effective than 
normal gastric juice or normal serum. [**Co]vitamin B,, in combination 
with this binding protein penetrates pernicious bone marrow cells more 
easily than without the binding protein. 


* Auszugsweise vorgetragen auf dem 7. internationalen Himatologenkongref, 
Ron, 7.-13.9. 1958. 











Bd. 313 (1958) 


Uber den Leukocytenstoffwechsel bei der Phagocytose* 


Von 
Hj. Becker, G. Munder und H. Fischer 
Aus der I. Medizinischen Universititsklinik Frankfurt a. Main, Direktor Prof. Dr. F. Hoff 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. August 1958) 


Herrn Prof. Felix zum 70. Geburtstag 


Die Phagocytose von Erregern durch die Leukocyten ist nach der 
Konzeption von Metschnikoff! eine aktive Leistung dieser Zellen. Es 
liegt nahe anzunehmen, daB eine solche Zelleistung mit einer Steigerung 
des Ruhestoffwechsels einhergeht. 


Eigenartigerweise ist der Stoffwechsel der Leukocyten bei den zahlreichen 
Arbeiten iiber Phagocytose kaum beriicksichtigt worden. Die Untersuchungen 
verschiedener Autoren? iiber die physikalisch-chemischen Bedingungen, die zur 
Phagocytose fiihren, erklarten die Aufnahme von Partikeln als die Resultante 
oberflachenwirksamer Krafte, so da8 Berry und Spiess® in ihrer groBen Zu- 
sammenfassung iiber Phagocytose zu der SchluBfolgerung kamen, eine Stoffwechsel- 
anderung sei nicht zu erwarten. — Erst in den letzten Jahren wane iiber einige 
Stoffwechseluntersuchungen berichtet*~°. 


Die vorliegende Arbeit soll auf Grund eigener Unieenntheiaun und 
der Ergebnisse anderer Autoren einen Uber -blick liber den gegenwartigen 
Stand unserer Kenntnisse des Leukocytenstoffwechsels bei der Phago- 
cytose geben. 


Methoden 


Die Untersuchungen wurden teils mit Schweineleukocyten, teils mit Leuko- 
cyten gesunder menschlicher Spender durchgefiihrt. Die Anreicherung und Unter- 
suchung erfolgte ausschlieBlich in silikonisierten GefaBen. 

Silikonisieren: Die sorgfaltig gereinigten und entfetteten GefaBe wurden 
mit einer Lésung von Silikonél (Wacker AK 350, 2% in CCl,) ausgespiilt und der 


* Uber einen Teil der Ergebnisse wurde bereits auf dem VI. KongreB der 
Europaischen Gesellschaft fiir Hamatologie 1957 in Kopenhagen berichtet. 

1 E. Metschnikoff, Arb. zool. Inst. Univ. Wien zool. Stat. Triest. 5, H. 2 
[1883]. 

* L. Rhumbler, Arch. Entwicklungsmech. 30, 194 [1910]; H. J. Ham- 
burger, Physikal.-chem. Untersuchungen iiber Phagocyten, Wiesbaden 1912; 
W. O. Fenn, J. gen. Physiol. 4, 373 [1921/22]; E. Ponder, Protoplasma 8, 611 
[1927/28]; 8S. Mudd, M. McCutcheon u. B. Lucké, Physiol. Rev. 14, 210 [1934]. 

% J. L. Berry u. T. D. Spiess, Medecine 28, 239 [1949]. 

4H. Stahelin, E. Suter u. M. L. Karnov sky, J. exp. Medicine 104, 
121 [1956]. 

5 C. W. Baldridge u. R. W. Gerard, Amer. J. Physiol. 108, 235 [1933]. 

6 A. Delauny, J. Pages u. M. Maurin, Ann. Inst. Pasteur 72, 946 [1946]; 
R. Marinelarena, Dissertat. Univ. of Michigan, Ann Arbor 1950; D. Alonso, 
Dissertat. Univ. of Michigan, Ann Arbor 1952; Y. Tanakadate u. S. Hasegawa, 
Nagoya J. med. Sci. 15, 232 [1952]. 
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an den Wandungen haftende Silikonfilm im Trockenofen 4 Stdn. bei 300° ein- 
gebrannt. Die so behandelten GefaéBe kénnen mehrfach benutzt werden; es ist 
jedoch darauf zu achten, daB sie nicht mit starken Saéuren oder Laugen in Be- 
rihrung kommen. 

Gewinnung der Leukocyten: Schweineblut wurde in 250-ml-Weithals- 
flaschen aufgefangen, die 5 m/ einer 1:20 verdiinnten Heparinlésung (Liquemin 
Roche) enthielten. Das Vollblut enthielt somit 4 mg % Heparin, eine Konzen- 
tration, die die Gerinnung, jedoch nicht die Phagocytose hemmt’. 20 Min. nach 
Entnahme wurde nach Robineaux und Mitarbeitern® 1/, des Volumens an 
3-proz. Kollidon* (mittl. Mol.-Gew. 50000) zugesetzt und in einem schmalen 
Standzylinder bei 4° sedimentieren gelassen. Nach 60—100 Min. ist gewohnlich 
eine gute Trennung von Erythrocyten, Leukocyten und Plasma eingetreten. Die 
leukocytenreiche untere Plasmaschicht wurde abgehoben, 5 Min. bei 1500 U/Min. 
zentrifugiert, der Bodensatz in etwas Ringerlésung aufgeschiittelt, wodurch sich 
evtl. aufgetretene Verklumpungen gut lésen lassen, und in Krebs-Ringer-Lésung 
in einer Konzentration von 20000—25000 Leukocyten/mm* suspendiert. Das 
Verhaltnis Leukocyten/Erythrocyten in einer solchen Suspension betrug meist 
etwa 1:3 bis 1:5. 

Die Anreicherung von menschlichen Leukocyten erfolgte in prinzipiell 
gleicher Weise. 

Bakterien: 18stdg. Bouillonkulturen von Staphylococcus aureus haem. 
(plasmakoagulasepositiv), Staph. albus (plasmakoagulasenegativ) und Salmonella 
typhi-murium wurden durch 60 Min. langes Erhitzen auf 70° abgetétet, 3mal in 
Ringerlésung gewaschen und auf die gewiinschte Konzentration eingestellt (Aus- 
zahlung in Thoma-Zahlkammer mit 0,02 mm Tiefe), so daB das Verhaltnis Leuko- 
cyten/Bakterien bei der Phagocytose etwa 1:20 betrug. 

Tusche: Handelsiibliche Tusche (Giinther Wagner), die etwa 80 mg/ml 
Kohlepartikel von durchschnittlicher TeilchengréBe 200 A enthielt, wurde 1:10 
verdiinnt benutzt. Da der Schellackzusatz im Handelspraparat die phagocytie- 
renden Zellen schadigen soll®, wurde auch eine Spezial-RuBanreibung verwendet, 
die als stabilisierenden Zusatz statt Schellack Fischleim enthielt (Giinther 
Wagner C11/1431a). 

Zur Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs diente die direkte Methode 
nach Warburg in Luft-Atmosphire bei 37°. Nach einer Vorbeobachtung von 
30 Min. wurden die Bakterien aus dem SeitengeféB in den Hauptraum gekippt. 
Bei einer Versuchsdauer von 120 Min. wurde alle 15 Min. abgelesen. 

Die Milchsiure wurde kolorimetrisch nach Barker und Summerson!? 
bestimmt. 

Der respiratorische Quotient wurde aus Parallelansitzen mit und ohne 
Absorption von CO, ermittelt. 

Medium: Krebs-Ringer-Phosphatlésung mit und ohne Glucosezusatz (0,1%); 
PH 7,0. 
Nach Versuchsende wurde die Phagocytose im Bodensatz der Zellsuspension 
mikroskopisch kontrolliert. 

Bestimmung der alkalischen und sauren Leukocytenphospha- 
tase: Die Leukocytenanreicherung wurde 14 Stde. mit Bakterien bei 37° unter 


7M. Allgéwer, Schweiz. med. Wschr. 77, 40 [1947]. 

8 R. Robineaux, J. Lebrun, R. Kourilsky u. A. Delauny, Ann. Inst. 
Pasteur 77, 710 [1949]. 

9 B. N. Halpern, B. Benacerraf u. G. Biozzi, Brit. J. exp. Pathol. 34, 
426 [1953]. 

10 §, B. Barker u. W. H. Summerson, J. biol. Chemistry 188, 535 [1941]. 

11 W. W. Umbreit, R. H. Burris u. J. F. Stauffer, Manometric techniques 
and related methods for the study of tissue metabolism, Burgess Publ., Minneapolis 
1947. 

* Verwendet wurde das Praparat Kollidon K 30 der Bayer- Laboratorien, 
Leverkusen, denen wir fir ihr groBziigiges Entgegenkommen vielmals danken. 
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standigem leichtem Schiitteln inkubiert, 3mal in 0,9-proz. NaCl-Lésung gewaschen 
und die Phosphataseaktivitét nach Fiske und Subbarow in der Modifikation 
von Valentine und Beck bestimmt. 

Glykogenbestimmung: In 1 m/l des vorstehend beschriebenen Ansatzes 
wurde das Glykogen nach der Anthron-Methode in der Modifikation von Valen- 
tine, Folette und Lawrence” bestimmt. 


Ergebnisse 


Die Wiedergabe unserer Ergebnisse bedarf einer Vorbemerkung: 
Da die Leukocytenkonzentrate noch relativ viele Erythrocyten ent- 
hielten, entfallt das Trockengewicht als absolute Bezugsgr6Be. Nach dem 
Vorschlag von Beck und Valentine haben wir daher alle Werte auf 
die Leukocytenzahl bezogen und zwar auf 10!° Zellen/Stde. 

Fiir die Bewertung der Resultate spielt die Beimengung von Ery- 
throcyten praktisch keine Rolle; bei einem Verhaitnis Leukocyten/Ery- 
throcyten 1:5 diirfte der Anteil der von den Erythrocyten gebildeten 
Milchséure 5% nicht tiberschreiten, da der einzelne Erythrocyt 120mal 
weniger Milchséure produziert als ein Leukocyt!5; der Sauerstoffver- 
brauch der Erythrocyten kann unberiicksichtigt bleiben. 


Atmung und Milchsaurebildung von Schweineleukocyten 
Tab. 1 gibt einen Uberblick iiber Sauerstoffverbrauch und Milch- 
siurebildung von Schweineleukocyten auf Grund von 60 Einzelunter- 
suchungen. Als Vergleich haben wir die Stoffwechselquotienten von 
Martin und Mitarbeitern!® aufgefiihrt, die bei menschlichen Leukocyten 
erhalten wurden. 


Tab. 1. Sauerstoffverbrauch und Milchsaurebildung (in mMol/10!° Zellen/Stde.). 

















Schweineleukocyten Menschliche Leukocyten 
a (eigene Unters.) (nach 1. c.18) 
Milchsaure . Milchsaure 
O,-Verbrauch gebildet O,-Verbrauch| — gebildet 
Ringerlésung 0,145 0,750 

+0,1% Glucose | (0,064—0,228) | (0,585—1,00) 0,092 0,740 
Ringerlésung 0,145 0,248 i . 
ohne Glucose | (0,081—0,194) | (0,182—0,336) | 9-150 0,226 





GréBenordnungsmaéBig stimmen die Mittelwerte von Martin mit 
den unsrigen tiberein. Ein wesentlicher Unterschied fallt jedoch auf: Die 
Autoren fanden im glucosehaltigen Medium eine deutlich geringere At- 
mung als im substratfreien, was wir nicht feststellen konnten. Die groBe 


12 W. N. Valentine u. W. S. Beck, J. Lab. clin. Med. 88, 39 [1951]. 

18 W. N. Valentine, J. H. Folette u. J. S. Lawrence, J. clin. Invest. 
82, 251 [1953]. 

44 W. S. Beck u. W. N. Valentine, Cancer Res. 12, 818 [1952]. 

15 G. R. Bartlett u. A. A. Marlow, J. appl. Physiol. 6, 335 [1953]. 

16 §. P. Martin, G. R. McKinney u. R. Green, Ann. N. Y. Acad. Sci. 
59, 996 [1955]. 
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Schwankungsbreite geht aus den in Klammern gesetzten Extremwerten 
hervor; sie beleuchtet den zweifelhaften Wert der Aufstellung absoluter 
Stoffwechselquotienten fiir Leukocyten, da deren GréBe sehr stark von 
den Bedingungen der Anreicherung’, der Zellkonzentration und -zu- 
sammensetzung!’? abhangt. 


Atmung und Milchsaéurebildung bei Phagocytose 


In zahlreichen gleichsinnig verlaufenden Untersuchungen wurde ge- 
funden, daB die Zugabe von vielen Bakterien (15—20/Leukocyt) den 
Sauerstoffverbrauch um 50—200% steigert. Ein geringes Bakterien- 
angebot ruft dagegen nur einen geringen Sauerstoffmehrverbrauch her- 
vor. Die Milchséurebildung ist bei Bakterienzusatz um durchschnittlich 
35% erhoht (Tab. 2). Bei Beurteilung dieser Werte ist zu beriicksichtigen, 
daB der Anteil der allein zur Phagocytose befahigten Granulocyten beim 
Schwein von Tier zu Tier in weiten Grenzen schwankt (zwischen 32% 
und 79%18). Im Mittel sind daher wohl nur 50% der weiBen Zellen zur 
Phagocytose befahigt. Die Steigerung der Gesamtatmung um 100% be- 
deutet daher, daB die einzelne phagocytierende Zelle etwa 200% mehr 
Sauerstoff verbraucht. 


Tab. 2. Sauerstoffverbrauch und Milchsiurebildung von Schweineleukocyten 
Phagocytose (in mMol/10!° Zellen/Stde.). 




















- a Sauerstoff- x Milchséure- | Ande- 
Hauptraum | SeitengefaB caiiaeietie ene bildung rang 
Ringer 0,145 —_— 0,750 — 
Leukocyten |20 Bakterien/ 0,293 ; ” 1,010 : 
in Ringer | Leukocyt || (0,189—0,368) | +100% || (0,815—1,230) |+35% 
+Glucose | 3 Bakterien/ 0,165 1 140/ 
Leukocyt (0,160—0,170) | 7 ~*~” _ ane 
Leukocyten Ringer 0,145 — 
in Ringer |20 Bakterien/ : ® Nicht untersucht 
ohne Glucose} Leukocyt aimed + 6% 




















Diese Stoffwechselsteigerung ist nicht nur voriibergehend, sondern 





oe 





bleibt wahrend der ganzen Versuchsdauer bestehen (s. Abb. 1). Auch in 
Versuchen, die iiber mehrere Stunden ausgedehnt wurden, haben wir 
niemals einen Riickgang der gesteigerten Atmung beobachten kénnen. 
Die eigentliche Phagocytose ist — wie die mikroskopische Untersuchung 
zeigt — nach 20—30 Minuten praktisch beendet. Die Steigerung der 
Atmung ist somit ein Vorgang, der durch die Aufnahme der Partikel 


in das Zellinnere ausgelést, aber nicht mit ihr abgeschlossen ist. 


17 J. D. Hartman, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 79, 3 [1952]. 
18 PD. Wirth, Grundlagen einer klinischen Hamatologie der Haustiere. 


2. Aufl., Verlag Urban & Schwarzenberg, Wien 1950. 
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Der respiratorische Quotient ist vor und nach Zugabe von Bak- 
terien 1, d. h. er verandert sich nicht. 

Auch im glucosefreien Milieu wird der Sauerstoffverbrauch gestei- 
gert, wenn auch in geringerem AusmaB. 

Wir haben nun weiter gepriift, ob eine Abhangigkeit des Sauerstoff- 
verbrauchs von der Art der phagocytierten Partikel besteht. Abgetétete 
Staph. aureus haem., Staph. albus und 8S. typhi-murium fihrten gréBen- 
ordnungsmafig zu dem gleichen Atmungsanstieg. Ein Unterschied in der 
Wirkung urspriinglich virulenter und avirulenter Staphylokokken be- 
steht somit nicht. 





Staph (094) | 


Abb. 1. Leukocytenstoffwechsel bei 
Zusatz verschiedener Partikel. In 
Klammern ist die Milchsaéurebildung 
in mMol/10!° Zellen/Stde. angegeben. 
Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der 
Zugabe der Partikel. Die Ansitze 
enthielten 0,1% Glucose. 





S 


(098) 
(0.60) 





0, Verbrauch (mMol/102Zellen} 

















120 


Min, — 


Wir untersuchten ferner, inwieweit Partikel, die von Leukocyten 
nicht fermentativ angegriffen werden kénnen, den Zellstoffwechsel be- 
e:nflussen und verwendeten hierzu einmal hitzegetétete Staph. aureus 
haem., die vor dem Versuch 2 Stdn. mit 1% Formalin inkubiert und an- 
schlieBend 3mal gewaschen wurden, zum andern Reisstaérkekérner und 
Tuschepartikel. Dabei fand sich, daB die Atmungssteigerung in der 
gleichen Weise auftritt. Lediglich Tusche macht eine Ausnahme: sowohl 
bei Phagocytose von handelsiiblicher Tusche, als auch von einer nicht. 
toxischen Spezialru8anreibung wurde keine Atmungssteigerung beob- 
achtet. Die Milchséureproduktion stieg jedoch auch in diesem Falle an. 
Fiir dieses abweichende Verhalten bei Tuschephagocytose, das in Abb. 1 
dem Verhalten bei Bakterienphagocytose gegeniibergestellt ist, haben 
wir bis jetzt noch keine Erklarung. 

Um sicherzustellen, daB die Stoffwechselsteigerung tatsachlich 
durch die Phagocytose ausgelést wurde, haben wir schlieBlich abgetétete 
Bakterien zu Erythrocyten, Ascitestumorzellen und auch zu Leukocyten- 
homogenaten zugesetzt. In keinem Falle wurde hierdurch eine Steigerung 
des Sauerstoffverbrauchs oder eine vermehrte Milchsaureproduktion aus- 
gelést. 


Bd. 
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Einflu8B von Fermentgiften 
auf den Leukocytenstoffwechsel bei der Phagocytose 


Durch zahlreiche Untersuchungen?® ist gesichert, daB Glykolyse- 
gifte die Phagocytose hemmen, wahrend Cyanid und, wie wir feststellten, 
auch 2.4-Dinitro-phenol ohne EinfluB auf das Phagocytosevermégen der 
Leukocyten sind (Tab. 3). 


Tab. 3. Phagocytose von Leukocyten nach Inkubation mit Stoffwechselgiften. 











Stoffwechselgift ge en Hemmung 
% /0 
Ringer (Kontrolle) ..... 85 0 
O:02-170. WAR! ws cee eo 12 86 
0,005-m.CH,J-COOH... . 24 72 
0,0l-m.NaCN ....... 90 0 
0,0005-m. 2.4-Dinitro-phenol . 79 7 





Da die Atmungssteigerung die imponierendste Stoffwechselanderung 
ist, andererseits aber Cyanid die Phagocytose nicht hemmt, lag es nahe, 
das Verhalten cyanidvergifteter Leukocyten bei der Phagocytose mano- 






































J (126) 
_ 03 —# 
Abb. 2. Stoffwechsel der Leukocyten S§& i 
mit (——) und ohne (----)0,0l-m. y (22) 
NaCN. Die Kurven ohne Phagocytose & Ae A 
sind durch @, diejenigen mit Phago- = / ey, rs 
eytose von Staphylokokken durch O s a a 
gekennzeichnet. Die eingeklammerten 8 5h al 
Ziffern geben die Milchsiurebildung % 01 \ am : a 
in mMol/10!° Zellen/Stde. an. 7 a a (087) 
an) 9 | «10 
Mn, 


metrisch zu untersuchen. Abb. 2 zeigt einen derartigen Versuch. Es wird 
einmal deutlich, daB durch die verhaltnismaBig hohe Cyanidkonzen- 
tration von 0,01-m. die Atmung schon ohne Phagocytose nicht vollig zu 
unterdriicken ist. Der Leukocyt besitzt also eine cyanidunempfindliche 
Restatmung. Zum anderen ist durch die Phagocytose diese Restatmung 
um das Mehrfache gesteigert. Wir werden in der Besprechung auf diesen 


19 W. Fleischmann, Biochem. Z. 184, 385 [1927]; V. Kohler, R. Bauer 
u. H. Miller, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmacol. 212, 214 
[1951]; J. Lebrun u. A. Delauny, Ann. Inst. Pasteur 80, 524 [1951]; M. SieB, 
Z. ges. exp. Med. 120, 139 [1953]. 
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interessanten Befund noch zuriickkommen miissen. Die Glykolyse ist, wie 
aus Abb. 2 hervorgeht, in den cyanidvergifteten Ansatzen gesteigert und 
erfahrt nach Bakterienzusatz eine weitere Steigerung. 


Das Verhalten des Glykogens 
und der alkalischen und sauren Phosphatase 


Der unveranderte respiratorische Quotient wahrend der Phago- 
cytose sowie die Tatsache, daB auch ohne Glucosezusatz vermehrt Sauer- 
stoff verbraucht wird, lassen sich so deuten, daB als endogenes Substrat 
Glykogen abgebaut wird. Tab. 4 zeigt, daB bereits 30 Min. nach Ein- 
wirkung der Bakterien auf die Leukocyten die Glykogenabnahme im 
Mittel 35% betragt. 


Tab. 4. Glykogengehalt menschlicher Leukocyten (in mg/10' Z.) nach 30 Min. 
Inkubation bei 37°. 

















Ohne Bakterien Mit Bakterien Anderung 
37,6 21,6 — 42,5%, 
29.9 19,9 — 33°30 
61,0 50,0 — 18.0% 
52.2 36,2 — 306% 
60,5 46,8 — 22,7% 
49,6 24.5 — 50,79, 
24.7 17,7 98°30? 
49,0 19,8 — 59,6% 
Mittel: 45,6 29,6 — 35,7% 


Uber das Verhalten der Leukocytenphosphatasen wahrend der 
Phagocytose orientiert schlieBlich Tab. 5. 


Tab. 5. Aktivitat der alkalischen und sauren Phosphatase menschlicher Leuko- 
eyten (ausgedriickt in mg P/10!° Z./Stde.) nach 30 Min. Inkubation bei 37°. 

















Ohne Bakterien Mit Bakterien 
alkal. | sauer alkal. | sauer 
27 23 60 48 
23 26 63 45 
32 35 60 60 
31 35 58 60 
47 28 68 38 
41 26 76 45 
30 20 43 27 
29 20 42 26 
26 24 39 33 
25 23 39 33 
Mittel: 31,2 26 54,8 41,5 
Anstieg: — - 159 59% 
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Ubereinstimmend ergab sich in allen Versuchen eine Fermentakti- 
vierung, wobei die alkalische Phosphatase im Mittel um 75% (45—170%), 
die saure um 59% (30—108%) zunahm. Der geringere prozentuale An- 
stieg der sauren Phosphatase erklart sich daraus, daB Erythrocyten, 
Lymphocyten und Thrombocyten saure Phosphatase enthalten, deren 
Aktivitét in unseren Ansatzen zwangslaufig mitbestimmt wurde. 

Es ist bekannt, daB die alkalische, nicht jedoch die saure Phospha- 
tase durch Cyanid hemmbar ist?°. Dies trifft auch, wie Tab. 6 zeigt, fiir 
die Leukocyten — mit und ohne Phagocytose — zu. Cyanidvergiftete 
Leukocyten steigern bei Phagocytose, genau so wie die nicht vergifteten, 
die Aktivitaét der sauren Phosphatase. 


Tab. 6. Aktivitétsinderung der Leukocytenphosphatasen bei der Phagocytose in 
Gegenwart von Cyanid (mg P/10!° Z./Stde.). 





Phosphatase 0,005-m. NaCN 














. Alkal. 25 9,9 (— 60%) 
Ohne Phagocytose Saure 24,5 24 (+ 0%) 
Mit Phagocytose Alkal. 61 9,7 
(Staph. aur. ham.) Saure 46,5 51 
Diskussion 


Der erstmals von Baldridge und Gerard?® beschriebene erhdhte 
Sauerstoffverbrauch bei der Phagocytose wurde in den letzten Jahren 
von einigen Autoren® bestatigt. Eine tiefergreifende Analyse oder der 
Versuch einer Erklarung dieses Phinomens wurde jedoch nicht unter- 
nommen. 

Gleichzeitig mit unseren ersten Versuchen”! berichteten Stahelin, 
Suter und Karnovsky’, da Exsudatleukocyten nach Phagocytose 
lebender und toter Tuberkelbakterien cinen Sauerstoffmehrverbrauch 
bis zu 100% aufweisen, die Milchsiurebildung aber praktisch unver- 
indert sei. Im Gegensatz dazu fanden wir bei Blutleukocyten regel- 
maBig eine erhéhte aerobe Glykolyse im Anschlu8 an die Phagocytose. 

Die Diskrepanz dieser Befunde ist u. E. dadurch zu erklaren, daB die 
verwendeten Zellen erhebliche Unterschiede ihres Stoffwechsels auf- 
weisen. Staihelin benutzte Entziindungszellen aus sterilen Peritoneal- 
exsudaten von Meerschweinchen; wir dagegen arbeiteten mit frischen 
Blutleukocyten, weil diese unter allen Versuchsbedingungen ein gréBeres 
Phagocytosevermégen haben”*. Vergleichende Untersuchungen** haben 
gezeigt, daB die aerobe Milchsdurebildung von Exsudatzellen wesentlich 
hoher ist als die von Blutleukocyten. Es liegt nahe zu vermuten, daB die 


20 D. M. Cram u. R. J. Rossiter, Biochem. J. 43, X XI [1948]; E. Wilt- 
shaw u. W. C. Moloney, J. Lab. clin. Med. 47, 691 [1956]. 

*1 Hj. Becker, Tagung Dtsch. Ges. Physiol. Chem., Hamburg 1956. 

22K. Lerner, J. exp. Medicine 104, 233 [1956]. 

23 W. Fleischmann, Wiener med. Wschr. 88, 215 [1933]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 313 18 
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Kapazitat des glykolytischen Systems in Exsudatleukocyten bereits 
voll ausgelastet ist und deshalb auch nach Phagocytose nicht noch weiter 
zunehmen kann. 

Der respiratorische Quotient bleibt waihrend dieser Stoffwechsel- 
steigerung, die wir auch im substratfreien Medium beobachtet haben, 
um den Wert 1. Gleichzeitig nimmt der Glykogengehalt der Leukocyten 
stark ab, namlich um etwa 35% innerhalb 30 Minuten. Das gleiche wurde 
schon friiher?4 bei der Phagocytose von Exsudatleukocyten gefunden, 
allerdings ist hier die Glykogenabnahme geringer. Glykogen stellt daher 
das endogene Substrat fiir den erhdhten Kohlenhydratumsatz dar. 

Erstaunlich ist, daB dieser erhOhte Umsatz auch dann zu beobachten 
ist, wenn Partikel phagocytiert werden, die nicht intrazellular verdaut 
werden kénnen. Lediglich Tuschepartikel bilden eine Ausnahme. 


Am Beginn der Stoffwechselsteigerung, die durch die Aufnahme des 
Partikels in die Zelle ausgelést wird, steht damit die Mobilisierung von 
Glykogen. Es ist nicht geklirt, wie es zur verstarkten Glykogenolyse 
kommt, d. h. welches der am Glykogenabbau beteiligten Fermente zu- 
erst aktiviert wird. 

Aus methodischen Griinden haben wir bisher lediglich die Leuko- 
cytenphosphatasen untersuchen kénnen und stets parallel mit Phago- 
cytose und Glykogenabbau eine Steigerung ihrer Aktivitat gefunden. 
Moéglicherweise steht diese Steigerung direkt oder indirekt mit der Glyko- 
genolyse in Zusammenhang. Wir méchten auf die noch umstrittene Rolle 
der Phosphatasen*® hier nicht eingehen, sondern lediglich darauf hin- 
weisen, daB bei Fieber, Infektionskrankheiten und unspezifischen Reizen, 
bei welchen bekanntlich aus dem Knochenmark vermehrt Leukocyten 
in das periphere Blut ausgeschwemmt werden, ebenfalls enge Beziehun- 
gen zwischen Phosphatasenaktivitat und Glykogen bestehen; die Reiz- 
leukocyten enthalten besonders viel Glykogen und besitzen eine hohe 
Phosphatasenaktivitat?®. Die beobachteten Zusammenhange kénnen je- 
doch auch zufallig sein. 

Wie die Vergiftungsversuche gezeigt haben, ist die cyanidempfind- 
liche alkalische Phosphatase sicher nicht zur Glykogenmobilisierung er- 
forderlich. 

Von besonderem Interesse scheint zu sein, daB bei der Phagocytose 
auch in cyanidvergifteten Leukocyten ein vermehrter ElektronenfluB 
zum Sauerstoff hin stattfindet. Wir vermuten, daB analog dem Ver- 


25 OQ. Meyerhof u. H. Green, J. biol. Chemistry 188, 377 [1950]; L. F. 
Leloir, in W. D. McElroy u. B. Glass, Phosphorus metabolism, Vol. I, S. 67. 
John Hopkins Press, Baltimore 1951. 

26 W. N. Valentine, J. H. Folette, E. B. Hardin, W. 8S. Beck u. J. S. 
Lawrence, J. Lab. clin. Med. 44, 219 [1954]: W. N. Valentine, J. H. Folette, 
D. H. Solomonu. J. Reynolds, ebenda 49, 723 [1957]; F. Vaccari, B. Sabotto 
u. E. Manzini, Blood 10. 730 [1955]; L. Fleck u. I. Lille-Szyszkowicz, 
Bull. Acad. polon. Sci. 3, 137 [1955]; G. Munder, Dissertat. Univ. Frankfurt 1958. 
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halten bei Bakterien?’?, Leberzellen?® und anderen Geweben?® dieser 
ElektronenfluB iiber das im Cytoplasma lokalisierte, cyanidunempfind- 
liche Cytochrom b, vor sich geht, haben jedoch noch keine experimentelle 
Stiitze fiir diese Vermutung. 

Eine Reihe von Geweben reagiert auf einen auBeren Reiz mit ver- 
mehrtem Sauerstoffverbrauch und Glykolyse. Bei den meisten ist jedoch 
diese Umstellung so kurzdauernd, daB ihr Mechanismus mit biochemi- 
schen Methoden nur sehr schwer zu analysieren ist. Méglicherweise sind 
die Phagocyten, bei denen sich durch auBere Reizeinwirkung eine lang- 
dauernde Stoffwechselsteigerung auslésen laBt, besonders gute Modelle, 
um solche Stoffwechselumstellungen genauer zu untersuchen. 


Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 


Zusammenfassung 


Bei Zusatz von Bakterien und inerten Partikeln, die phagocytiert 
werden, steigt die Atmung von Blutleukocyten um etwa 100% und die 
Glykolyse um 35%. Diese Steigerung der Atmung erfolgt auch in Ab- 
wesenheit von Glucose als Substrat. Gleichzeitig mit der Phagocytose 
kommt es zu einem Abbau des intracelluliren Glykogens und einer Akti- 
vierung der alkalischen und sauren Phosphatasen. 

Cyanid und 2.4-Dinitro-phenol hemmen die Phagocytose nicht. 
Cyanidvergiftete Leukocyten haben eine erhebliche Restatmung, die bei 
Phagocytose so gesteigert werden kann, da sie die normale Zellatmung 
iibertrifft. 

Summary 


The oxygen consumption of leucocytes is increased by 100% and 
lactic acid production by 35% when bacteria or inert particles are added 
and phagocytized. 

The increase in respiration occurs also in the absence of added 
glucose. Concomitant with phagocytosis intracellular glycogen is cata- 
bolized and alkaline and acid phosphatases are activated. 

Cyanide and 2,4-dinitrophenol do not inhibit phagocytosis. Leuco- 
cytes poisoned with cyanide have a considerable residual respiration. 
Cyanide-poisoned leucocytes have a high residual respiration, which can 
be raised above normal by phagocytosis. 


27 A. M. Pappenheimer jr., in E. Racker, Cellular metabolsim and 
infections, Acad. Press Inc., New York 1954, S. 102. 

28 C.F. Strittmatter u. E.G. Ball, Proc. nat. Acad. Sci. USA 88, 19 [1952]. 

29 M. Bailie u. R. K. Morton, Nature [London] 176, 111 [1955]; H. Ker- 
sten, W. Kersten u. Hj. Staudinger, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
24, 222 [1957]. 
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Die Konstitution von Hypoglycin A und B 
Von 
Claus von Holt und Wolfram Leppla 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Hamburg 
(Direktor: Prof. Dr. J. Kiihnau) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24). August 1958) 


Herrn Professor Dr. K. Felix zum 70. Geburtstag 


Die Friichte der in Jamaica, in Zentral-Amerika und in Florida wachsenden 
Blighia sapida (in Jamaica als Ackee oder Akie bezeichnet) werden dort als Nah- 
rungsmittel verwendet. Die Frucht des Ackee-Baumes erreicht etwa Hiihnerei- 
gr6Be. Sie ist von einer braunlichen Schale umgeben, die sich bei der Reifung 6ffnet 
und in drei Fachern je einen schwarzblauen Kern hervortreten laBt, welcher 
einem lipid- und proteinreichen Samentrager (Arillus) aufsitzt. Der Samentrager 
der reifen Frucht ist eBbar. Nach dem Genu8 unreifer Friichte kann es beim 
Menschen zu einer als ,,vomiting sickness‘‘ beschriebenen Vergiftung kommen!. 
Eine im Verlauf dieser Vergiftung auftretende Hypoglykimie kann ohne thera- 
peutische Glucosezufuhr letal enden?. 

Aus Kernen und Fruchtfleisch unreifer Friichte von Blighia sapida 
wurden zuerst von Hassall und Mitarbb.* zwei stickstoffhaltige Sub- 
stanzen mit blutzuckersenkender Wirkung isoliert und als Polypeptide 
charakterisiert. Die Verbindungen wurden als Hypoglycin A und Hypo- 
glycin B bezeichnet. Da uns diese Substanzen im Rahmen unserer 
Untersuchungen tiber die Wirkungsweise blutzuckersenkender Stoffe 
von besonderem Interesse erschienen, isolierten wir gleichfalls Hypo- 
glycin A und B nach einem Verfahren, welches von dem von Hassall 
und Reyle‘ publizierten abweicht. Wir konnten die Feststellung von 
Hassall und Mitarbb.*4, daB nach Einwirkung von Salzsaéure auf 
Hypoglycin A und B papierchromatographisch jeweils mehrere Sub- 
stanzen durch Farbstoffbildung mit Ninhydrin nachweisbar sind, be- 
statigen5. 

Unsere weiteren Untersuchungen zeigten allerdings, daB die An- 
nahme einer Polypeptidstruktur fiir Hypoglycin A und B*~ nicht ge- 
rechtfertigt war; vielmehr konnten wir nachweisen, daB es sich beim 
Hypoglycin A um eine bisher nicht bekannte «-Aminoséure der Summen- 
formel C,H,,NO, handelt, und daB Hypoglycin B ein Dipeptid aus Hypo- 
glycin A und Glutaminsaure darstellt®. 


= | 


H. H. Scott, Ann. Trop. Med. Parasitol. 10, 1 [1917]. 
2 D. B. Jeliffe u. K. L. Stuart, Brit. med. J. 1954, 75. 
3 C. H. Hassall, K. Reyle u. P. Feng, Nature [London] 178, 356 [1954]. 
4 C. H. Hassall u. K. Reyle, Biochem. J. 60, 334 [1955]. 
5 C. v. Holt u. W. Leppla, Bull. Soc. chim. belges 65, 113 [1956]. 
6 C. v. Holt, W. Leppla, B. Kréner u. L. v. Holt, Naturwissenschaften 
48, 279 [1956]. 
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Unser Interesse galt nunmehr cer chemischen Struktur dieser un- 
bekannten Aminoséure und fiihrte zur Konstitutionsaufklarung dieser 
Substanz als einer (-[Methylen-cyclopropy] ]-x-amino-propionsaure(I), 
woriiber in einer kurzen Mitteilung von uns berichtet wurde’. /-[Me- 
thylen-cyclopropy]]-«-amino-propionsaéure wurde daraufhin von Carbon 
und Mitarbb.’ synthetisch dargestellt und mit dem Hypoglycin A iden- 
tisch gefunden. Die angegebene Struktur wurde gleichzeitig von Wilkin- 
son® und von Bell und Mitarb. 1° gefunden. Spater haben auch Hassall 
und Mitarbb." sowie Anderson und Mitarbb.!? Befunde mitgeteilt, 
welche sich auf die Konstitution von Hypoglycin A beziehen. 

In dieser Arbeit wird ausfiihrlich tiber die Isolierung und Struktur- 
aufklarung von Hypoglycin A und B berichtet. 


1.Isolierung von Hypoglycin A und B aus unreifen Frichten 
von Blighia sapida 

Orientierende Vorversuche hatten in Bestatigung der Angaben von 
Hassall und Mitarbb.*:4 ergeben, daB das toxische, blutzuckersenkende 
Material aus Kernen und Fruchtfleisch unreifer Friichte von Blighia 
sapida mit Wasser extrahierbar und kochbestindig ist und die blut- 
zuckersenkende Aktivitat Fraktionen zuzuordnen ist, die mit Ninhydrin 
firbbar sind und Ry-Werte von 0,5—0,7 (n-Butanol/Essigsdure/Wasser 
4:1:1) besitzen. Die im Versuchsteil beschriebene Darstellung von Hypo- 
glycin A und B wurde in Modifikation des friiher von uns mitgeteilten 
Verfahrens> vorgenommen. Die Anwendung einer praparativen Gegen- 
stromverteilung erméglicht eine Isolierung der Hypoglycine in Gramm- 
Mengen. 

Das Prinzip der Isolierung von Hypoglycin A und B aus Kernen 
oder Fruchtfleisch besteht in waBriger Extraktion des mechanisch auf- 
geschlossenen Materials bei 100°, Abtrennung von Kohlenhydraten, 
Sauren und einem Teil der Pigmente durch Bindung des toxischen 
Materials und anderer kationischer Substanzen — im wesentlichen 
Aminosiuren und Peptide — an einen stark sauren Kationenaus- 
tauscher mit nachfolgender Elution durch waBriges Ammoniak und 
Gegenstromverteilung der aus dem ammoniakalischen Eluat gewonnenen 
Trockensubstanz. 

Das Mengenverhiltnis von Hypoglycin A zu Hypoglycin B zeigte 


1002 [1958]. 

9 §. Wilkinson, Chem. and Ind. 1958, 17. 

10 R. S. de Ropp, J. C. van Meter, E. C. de Renzo, K. W. McKerns, 
C. Pidacks, P. H. Bell, E. F. Ullman, 8S. R. Safir, W. J. Fanshawe u.S. B. 
Davis, J. Amer. chem. Soc. 80, 1004 [1958]. 

uF, V. Ellington, C. H. Hassall u. J. R. Plimmer, Chem. and Ind. 
1958, 329. 

12H. V. Anderson, J. L. Johnson, J. W. Nelson, E. C. Olson, M. E. 
Speeter u. J. J. Vavra, Chem. and Ind. 1958, 330. 
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Kernen und Arilli variabel, méglicherweise in Abhangigkeit vom unter- 
schiedlichen Reifungsgrad der Friichte (vgl. Abb. 1 und 2). Kerne ent- 
hielten zwischen 0,1 und 0,3°,, Hypoglycin A. 
Hypoglycin A 
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Abb. 1 u. 2. Gegenstromverteilung von Aminosaiuren und Peptiden aus Kernen 
unreifer Friichte von Blighia sapida. 

Phasensystem: n-Butanol/96-proz. Essigsiure/Wasser 46:46:8 (v/v/v); t= 10°. 
Zu Abb. 1: n = 395; Substanzeingabe (17 g) in die ersten 7 Einheiten. 
Ordinate: Extinktion 578 mu, Ninhydrinreaktion' (0,5 m/ untere Phase). Abszisse: 
Fraktionsnummer r. 

Zu Abb. 2: n = 518; Entzug der oberen Phase ab n = 169; Substanzeingabe 
(50 g) in die ersten 7 Einheiten. 

Ordinate: Extinktion 578 mu, Ninhydrinreaktion!® (0,5 ml untere bzw. obere 
Phase). Abszisse: Fraktionsnummer der entzogenen Oberphase ¢, Fraktionsnummer 
der verbliebenen Unterphase r. 


18 W, Troll u. R. K. Cannan, J. biol. Chemistry 200, 803 [1953]. 
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2. Struktur von Hypoglycin A 

Bei Oxydation mit Ninhydrin liefert Hypoglycin A Kohlendioxyd, 
ist also eine «-Aminocarbonsaéure. Hypoglycin A ist instabil gegen Be- 
handlung mit Salzséure unter Hydrolysebedingungen. In 5-n. HCl unter 
Stickstoff bei 105° tritt eine fortschreitende Abnahme des «x-Amino- 
stickstoffes ein (Abb. 3). Papierchromatographisch laBt sich dabei be- 
sonders die Bildung einer mit Ninhydrin gelb farbbaren Substanz er- 
kennen. Der Stickstoff des Hypoglycins A ist mit dem Kjeldahl-Verfahren 
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Abb. 3. «-Aminostickstoff von Hypoglycin A und B bei Saure-Hydrolyse unter 
Stickstoff bei 105°. 
Ordinate: Extinktion 578 mu Ninhydrinreaktion"™. 
9——9: Hypoglycin A, 500 ug in 5-n. HCl; @ @: Hypoglycin B, 500 ug in 
50-proz. HCOOH; x——x: Glutaminsiaure, 250 zg in 50-proz. HCOOH ; 
O.—-—-O: Hypoglycin A, 25C ug in 50-proz. HCOOH. 





nur zu 71°, zu erfassen. Diese Befunde deuten darauf hin, daB Hypo- 
glycin A in stark mineralsaurer Lésung unter Beteiligung des «-Amino- 
stickstoffes cyclisiert wird. Wird die Saurebehandlung in Gegenwart von 
Luftsauerstoff vorgenommen, so bilden sich bis zu 12 mit Ninhydrin 
blau, blauviolett, braiunlich oder gelb reagierende Substanzen. 

Hypoglycin A wird von D-Aminoséureoxydase nicht angegriffen. 
Im Ansatz nach Burton" tritt innerhalb von 70 Min. keine meBbare 
Umsetzung ein. Unter gleichen Bedingungen werden D-Alanin, D-Nor- 
valin, D-x-Aminobuttersiure, D-Leucin und D-Norleucin mit verschie- 
denen Geschwindigkeiten umgesetzt, wahrend mit D-«-Aminoisobutter- 
siure und D-Valin keine Umsetzung erfolgt. Das Verhalten von Hypo- 
glycin A gegen D-Aminoséureoxydase macht eine L-Konfiguration sehr 
wahrscheinlich. 

4 K. Burton in: Methods in Enzymology, Vol. II, Academic Press Inc., 
New York 1957. 
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Von Bell und Mitarbb.!° wurde inzwischen die Oxydierbarkeit von 
Hypoglycin A durch L-Aminoséureoxydase mitgeteilt. 

Das UV-Absorptionsspektrum von Hypoglycin A zeigt in 0,1-n. HC! 
ein Maximum bei 204,5 mu, in 0,l-n. NaOH ein Maximum bei 217 my 
(Abb. 4). 

Im IR-Absorptionsspektrum von Hypoglycin A findet sich neben 
Aminosaurebanden eine auffillige Absorption bei 11,28 u. Die Kon- 








15 
Abb. 4. UV-Absorptionsspektren. E 
: 0,2 mg Hypoglycin A/ml 0,1-n. HCI; 
-: 9,2 mg Hypoglycin A/ml 0.1-n. 10 
NaOH; 


—-—:1,0 mg Dihydrohypoglycin A (Sub- 
stanz II)/ml 0,1-n. HC1; 
--—:1,0mg Dihydrohypoglycin A (Sub- 95 
stanz IT)/ml 0,1-n. NaOH ; 
d = 1,0 em; ZeiB Spektralphotometer 
PMQ II. 
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stanz der bei asymmetrisch disubstituierten Olefinen vom Typus 


RL>C=CH, beobachteten Absorption im Bereich voi 11,17 w bis 11.30 > 
erlaubt die Zuordnung der Absorption bei 11,28 u zu dieser Grup- 
pierung (Abb. 5). Weitere Zuordnungen, aus denen sich ein Hinweis 


auf die Struktur ergeben k6nnte, erscheinen uns nicht mdglich. 


Hypoglycin A entfarbt verdiinnte Permanganatlésung rasch und 
addiert Brom entsprechend einer Doppelbindung. Die Permanganat- 
Perjodat-Oxydation von Hypoglycin A fiihrt zur Entstehung von Form- 
aldehyd und Asparaginsaure als Aminosiure mit kiirzester Ketten- 
lange. 

Hypoglycin A la8t sich unter Verwendung eines Platin-Kohle- 
Katalysators hydrieren. In 270 Min. werden 1,3 Mol H,/Mol Hypo- 
glycin A aufgenommen. Die Reaktion verliuft von der 90. Minute an 
(1,16 Mol H,/Mol Hypoglycin A) auBerordentlich langsam. Papierchro- 
matographisch lassen sich mindestens 2 ninhydrinpositive Substanzen 
in dem Hydrierungsprodukt unterscheiden. Nach l6stdg. Behandlung 
des Hydrierungsproduktes mit 10-n. HCl bei 105° unter N, zeigt sich 
papierchromatographisch ein Schwund der Substanz mit dem niedrigeren 


1 L. J. Bellamy, Ultrarotspektrum und chemische Konstitution, iibersetzt 
von W. Briigel, Verlag D. Steinkopff, Darmstadt 1955. 
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Ry-Wert (0,60 in BEW*; 0,50 in PAW) unter Auftreten mehrerer, mit 
Ninhydrin teils blauviolett, teils briunlich reagierender Substanzen, 
wihrend die Substanz mit héherem Ry-Wert (0,70 in BEW; 0,55 in 
PAW) erhalten bleibt. Bei Verwendung eines PtO,-Katalysators kommt 
es zu einem qualitativ und quantitativ ahnlichen Hydrierungsergebnis. 

Die praparative Trennung des nach Hydrierung von Hypoglycin A 
erhaltenen Aminoséuregemisches mit Hilfe mehrerer Gegenstromvertei- 
lungsoperationen (Abb. 6—8) fiihrt zur Isolierung der Substanzen II 












































5000 2000 _—<—v¥{cm"!) 1000 667 
1s Wa i: 
360 
: | 
S20 
> 
Ss 
Ee U ft = Nh 

* HyC=C-CH-CHy-CH-COOH 

a. | 1 | 























2 3 4 ) 6 7 8 9 0 tl ie 5 


























CH, 


Nip 








Au) —— 
5000 2000 =—<«—v(cm-!) 7000 667 
! 4 WA 
5 NY Al | 
Ca 
: I 








rs." ! + 
H,0-CH-CH-CHy-CH-COOH 
































8 
T 
—_— 
<= 
r-—J 








Sei 1 it L 
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 A 5 
Alu) 
Abb. 5. [R-Absorptionsspektren. 


Oben: Hypoglycin A (4 mg/0,8893 g KBr), d = 0,06cm; unten: Dihydrohypo- 
glycin A (0,51 mg/0,2 g KBr), d = 0,05 cm Perkin-Elmer Mod. 21. 


(C,H,,NO,), TI (C,;H,;NO,) und IV (C,H,;NO,). Die Identifizierung 
der nach Ninhydrin-Oxydation der Verbindungen erhaltenen Aldehyde 
charakterisiert III als Homoleucin und IV als Homoisoleucin. 

Die Aminosiure II (C,H,,NO,, Dihydrohypoglycin A) entfarbt ver- 
diinnte Permanganatlosung nicht und addiert kein Brom. Im IR-Absorp- 
tionsspektrum von II fehlt die fiir das Hypoglycin A und B charakte- 
ristische Absorption bei 11,28 ~. Im Gegensatz zu Hypoglycin A weist 
Dihydrohypoglycin A eine starke Absorption bei 12,20 auf. Gegen 
die Zuordnung dieser Absorption zu der Konfiguration eines trisub- 
stituierten Olefins!> sprechen die Bestandigkeit von Dihydrohypoglycin A 
gegen Permanganat, die fehlende Bromaddition sowie die Resistenz 
gegen weitere Hydrierung. 16stdg. Einwirkung von 10-n. HCl auf Di- 
hydrohypoglycin A (II) bei 105° (unter N,) fiihrt zur Bildung mehrerer 


* Lésungsmittelsysteme s, S. 283 unten. 
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papierchromatographisch unterscheidbarer Substanzen, welche mit Nin- 
hydrin z. T. braunliche Farbungen ergeben. 

Die auBerdem aus dem Hydrierungsgemisch isolierte Guhetann Ky 
(C,H,,NO,) ist identisch mit Leucin. Da kein Anhalt dafiir vorliegt, 
daB aus Hypoglycin A unter den Bedingungen der Hydrierung Leucin 
gebildet wird, ist anzunehmen, dafi das im Hydrierungsprodukt ge- 
fundene Leucin auf einen primaren Leucingehalt von 10°% des isolierten 
Hypoglycins A zuriickzufiihren ist. Die geringe Differenz der Vertei- 
lungskoeffizienten von Leucin und Hypoglycin A in dem von uns ver- 
wendeten Phasensystem gestattet bei der angewendeten Anzahl von 
Verteilungsschritten keine vollstandige Abtrennung. 

Der Beweis, daB die Aminosiuren III und IV aus Hypoglycin A 
unter Aufnahme von je 2 Mol Wasserstoff entstehen, sowie die Tatsache, 
daB sich aus Hypoglycin A bei Aufnahme von 1 Mol Wasserstoff eine 
gesittigte Aminosiure C,H,,NO, (II) bildet, fiihren zusammen mit dem 
Nachweis der Entstehung von Formaldehyd und Asparaginséure bei 
der Permanganat-Perjodat-Oxydation von Hypoglycin A und in Uber- 
einstimmung mit den tibrigen oben angegebenen Daten zu dem Schlub, 
aed Hypoglycin A die Struktur einer 6-|Methylen-cyclopropyl}- 
L-x-amino-propionsaure (I) besitzt. 


CH, CH; 
CH, oH 
H,C—CH H,C 
CH, ¥e Me tf 4 
IV HC—NH, " él I ie 
COOH ee HC—NH, 
Nox boon 
CH, 
H,( CH, HC_NH CH 
87 COOH tke 
CH, ile 
Mt CH, ; CH, 
HC NH, \ CH, 
‘OOH —— H, 
COOH 


Der bei der Hydrierung von Hypoglycin A unter Aufnahme von 
1 Mol Wasserstoff entstehenden Aminosiure ITI ist wahrscheinlich die 
Struktur einer 6-[Methyl-cyclopropy] |-«-amino-propionsaure zuzuschrei- 
ben. Eine Aussage tiber die sterische Konfiguration am C-Atom 4 des 
Hypoglycins A ist noch nicht méglich. 
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3. Struktur von Hypoglycin B 


Bei elektrometrischer Titration von Hypoglycin B in 10-proz. 
Formaldehydlésung werden auf ein Aquivalentgewicht von 270 +. 4 
nacheinander 2 Carboxylgruppen neutralisiert. Bei elektrometrischer 
Titration von Hypoglycin B in Wasser wird von py 3,25 bis pu 6,5 
auf das gleiche Aquivalentgewicht eine Carboxylgruppe neutralisiert. Mit 
der Ninhydrinmethode von Troll und Cannan!* werden in 500 ug 
Hypoglycin B 27,4 ug «-Aminostickstoff (5,9°,) gefunden. Dies ent- 
spricht etwa der Hilfte des Dumas-Stickstoffs. 


Bei der Hydrolyse von Hypoglycin B mit Ameisensiure entstehen 
zwei Substanzen, von denen sich die eine papierchromatographisch wie 
Glutaminsaure, die andere wie Hypoglycin A verhilt. Bei einer Gegen- 
stromverteilung des Hydrolyseproduktes im Kreislaufverfahren tiber 
448 Schritte (Abb. 9) ergibt sich eine Trennung in 2 Komponenten mit 
den Verteilungskoeffizienten K, = 0,085 und K, = 0,37. Die K, ent- 
sprechende Substanz ist identisch mit Glutaminsdéure, wahrend die 
Substanz bei K, Hypoglycin A darstellt. Im TR-Absorptionsspektrum 
von Hypoglycin B findet sich die fiir das Hypoglycin A charakteristische, 


der Gruppierung R>C=CH, zuzuordnende Absorption bei 11,28 yu in 
halber Intensitaét bei Bezug auf molare Extinktionen. 


Hypoglycin B ist also ein Dipeptid aus Hypoglycin A und 
Glutaminsaure. 


Beschreibung der Versuche 
Gegenstromverteilungen 


Die Gegenstromverteilungen wurden in einer automatischen 168stufigen 
Ganzglasapparatur bei 10° + 0,5° vorgenommen. Die Volumina der oberen und 
der unteren Phase betrugen je 50 ml. Als Phasensystem diente bei allen Ver- 
teilungen die bei:10° aquilibrierte Mischung von n-Butanol/Wasser/95-proz. Essig- 
siure 46:46:8 (n-Butanol BASF wurde vor Verwendung einmal dest.). Nach Durch- 
fiihrung des Grundprozesses der Craig-Verteilung wurde das Kreislaufverfahren 
oder die Methode der einphasigen Entnahme (Oberphase) aus der letzten Einheit 
(,,single withdrawal precedure‘‘) mittels eines Fraktionensammlers angewendet. 
Die Anzahl der durchgefiihrten Verteilungsschritte wird bei allen Verfahren fort- 
laufend mit n = 1,2,3... gezahlt. Die bei Durchfithrung des Grundprozesses 
und des Kreislaufverfahrens anfallenden Fraktionen werden fortlaufend mit 
r=1,2,3..., die bei Entnahme der oberen Phase nach Abschlu8 des Grund- 
prozesses (n = 168) anfallenden Oberphasen mit 9 = 1,2,3... bezeichnet. Im 
Falle mehrmaligen Umlaufens einer oder mehrerer Substanzen beim Kreislauf- 
verfahren wird in der Numerierung iiber r = 168 hinaus fortgefahren. Die ana- 
lytische Kontrolie der Verteilungen nach Entnahme von jeweils 0,5 ml unterer 
oder oberer Phase erfolgte mit der Ninhydrin-Reaktion nach Troll undCannan*®., 
Mittels ein- und zweidimensionaler aufsteigender Papierchromatographie wurde 
die qualitative Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen untersucht. Dabei 
wurden folgende Lésungsmittelgemische verwendet: m-Butanol/96-proz. Essig- 
siure/Wasser 14:3:3 (BEW), Pyridin/Amylalkohol/Wasser 7:6:6 (PAW) und 
wassergesattigtes Phenol (PhW). Die Gewinnung des in den Fraktionen enthaltenen 
Materials als Trockensubstanz erfolgte durch Destillation des Lésungsmittels im 
Vak. bei 36—40°. 
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Isolierung von Hypoglycin A und B M 

In einem typischen Arbeitsgang wurden 3,6 kg Ackee-Kerne aus unreifen 0 
Friichten zermahlen, mit 361 Wasser unter Riihren 45 Min. bei 100° extrahiert rN 
und der durch Zentrifugieren und Filtration vom Extrakt getrennte Riickstand V 
mit 127 Wasser erneut extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden iiber 4 Saulen ~ 
mit insgesamt 1200 m/l Dowex 50 X8, 50 mesh, H®-Form, mit einer Geschwindig- si 


keit von etwa 500 ml/Stde. geleitet. Die Kapazitat der Austauscherséulen wurde 
durch py-Messung im Percolat iiberwacht. In diesem und in weiteren iiber die 
Saulen geleiteten Velumina von je 1,517 Wasser lieBen sich kein ninhydrinpcsi- 
tives Material und keine blutzuckersenkende Aktivitait nachweisen. AnschlieBend 


wurde mit einem Uberschu8 von 10 1 1,5-n. NH,-Lésung eluiert. Das Eluat wurde I 
bei 30—40° im Vak. unter Zusatz von Octanol zur Trockne gebracht. Man erhielt 0 
so 50g einer braunlich gefarbten, harzigen Trockensubstanz, in der sich neben vA 
Hypoglycin A und B mindestens 18 ninhydrinpositive Substanzen papierchromato- 1 


graphisch unterscheiden lieBen. 

50 g Trockensubstanz wurden in 300 m/ unterer Phase des oben angegebenen 
Phasensystems gelést und in die ersten 7 Einheiten der Verteilungsapparatur ein- 
gefiillt. Nach Abschlu8 des Grundprozesses (n = 168) wurde die Verteilung unter I 
Entzug der oberen Phase aus der letzten Einheit fortgesetzt, bis Hypoglycin A t 
und B vollstandig mit den entnommenen Oberphasen entzogen waren (n = 751) 
(Abb. 1 und 2). Chromatographisch einheitliches Hypoglycin B (Ry 0,45 in BEW, 
0,40 in PAW) war in den Fraktionen 9 = 180 bis 9 = 312, chromatographisch 
einheitliches Hypoglycin A (Ry 0,65 in BEW, 0,50 in PAW) in den Fraktionen ¢ 
e = 407 bis @ = 485 enthalten. Die Fraktionen 90 = 313 bis 9 = 406 enthielten I 
ein Gemisch von Hypoglycin A und B. In den Fraktionen 9 = 486 bis 9g = 540 N 
war Hypoglycin A zusammen mit geringen Mengen, in den Fraktionen g = 541 € 
bis @ = 580 mit gréBeren Anteilen von ninhydrinpositivem Material mit niedrigeren 1 
Verteilungskoeffizienten enthalten. Die Fraktionen 9 = 407 bis 9 = 485 wurden : 
vereinigt und im Vak. bei 36° eingeengt; hierbei setzte eine kristalline Abscheidung 1 
von Hypoglycin A ein, sobald ein Drittel des Ausgangsvolumens erreicht war. 
Der Kristallniederschlag wurde auf der Fritte abgetrennt (Frakt. A,), die Mutter- ( 
lauge mit den Fraktionen g = 486 bis 9 = 540 vereinigt und mit ‘dieser Lésung 
in gleicher Weise verfahren. Die hierbei anfallenden Kristalle (Frakt. A,) wurden 1 
wie oben abgetrennt, ihre Mutterlauge wurde mit den Fraktionen g = 541 bis 
0 = 580 vereinigt und hieraus wie oben die Fraktion A, kristallin erhalten, deren 
Mattestnnes verworfen wurde. Die Kristalle wurden mit Ather gewaschen und | 
an der Luft getrocknet. Diese Rohfraktionen wurden in waBriger Lésung mit 
Kohle behandelt, im Vak. zur Trockne gebracht, in siedendem 80-proz. Athanol | 
gelést und durch langsame Abkihlung auf Raumtemperatur kristallisiert. Die 
farblosen Kristalle (Blattchen) wurden mit 80-proz. Athanol gewaschen und mit 
Athanol und Ather getrocknet. Die Ausbeuten betrugen bei Fraktion A,: 2,27 g, 
A,: 2,00 g und A,: 0,56 g Hypoglycin A (I). 


C,H,,NO, (141,2) Ber. C. 59,55 H7,85 N 9,92 
Gef.C. 59,19 H8,25 N 10,18 


Mol.-Gew. (kryoskop. in Wasser) 136 + 5; [a i: + 13,6° + 2° (Wasser, c = 2,63) 


Das in den Fraktionen 9 = 180 bis 9 = 312 enthaltene chromatographisch 
einheitliche Hypoglycin B wurde durch Einengung im Vak. als gelblich gefarbte, 
amorphe Trockensubstanz gewonnen, in wabr. Lésung mit Kohle behandelt, wo- 
durch eine vollige Entfarbung nicht zu erzielen war, und dann in waBr. Lésung 
in der Warme auf eine Acetonkonzentration von 60% gebracht. Nach Stehen- 
lassen bei Raumtemperatur bildete sich ein teils amorpher, teils mikrokristalliner, 
farbloser Niederschlag, der auf der Fritte gesammelt und mit Ather getrocknet 
wurde. Ausb. 1,52 g Hypoglycin B. 

C,.H,,N.0; (270,2) Ber. C.53,32 H 6,71 N 10,36 
Gef. C 53,09 H 6,99 N 10,35 
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Mol.-Gew. (kryoskop. in Wasser) 277 + 10; Gewichtsabnahme bei Trocknung 
(50° H. V.) 5,62%. 

Es gelang nicht, Hypoglycin B aus verschiedenen Aceton-Wasser- oder 
Athanol-Wasser-Gemischen reproduzierbar in kristalliner Form zu erhalten. Bei 
Versuchen, aus Propylalkohol-Wasser-Gemischen eine Kristallisation zu erzielen, 
wurde eine Spaltung von Hypoglycin B beobachtet, worauf weiter unten noch 
eingegangen wird. 

Ninhydrin-Oxydation 

700 ng Hypoglycin A (I) in Citratpuffer py 2,5 lieferten bei Oxydation mit 
50 mg Ninhydrin in der Warburg-Apparatur bei 40° innerhalb von 20 Stdn. 
101 pl CO,, entspr. 89% des theoret. Wertes fiir vollstindige Umsetzung einer 
»-Aminosaure. Unter gleichen Bedingungen reagierten Leucin zu 100% und Alanin 
zu 89% des theoret. Wertes. Elektrometrische Titration von Hypoglycin A in 
10-proz. Formaldehydlésung bis py 8,0 ergab ein Aquiv.-Gewicht von 140 + 3. 


Bromaddition 
141 mg Hypoglycin A, in 6 ml Eisessig bei Raumtemperatur mit einer 
Lésung von Brom in Tetrachlorkohlenstoff bis zur eben bestandigen Gelbfarbung 
titriert, verbrauchten 0,91 mMol Br,. Eine Gasentwicklung trat hierbei nicht auf. 


Permanganat-Perjodat-Oxydation 

Hypoglycin A wurde unter verschiedenen Bedingungen mit Permanganat 
oxydiert. Bei 0° verbraucht 1 mMol Hypoglycin A in hydrogencarbonatalkalischer 
Loésung 2,5mMol (Endpunkt des Permanganatzusatzes: Verlangsamung des 
Schwindens der Violettfarbung). Die anschlieBende Oxydation mit Perjodsaure 
ergibt auf 0,5 «Mol Hypoglycin A einen Verbrauch von 0,62 + 0,04 Mol 
bei Raumtemperatur in 30 Min., von 0,78 + 0,04 wMoil in 180 Min. und von 
2,02 + 0,04 «Mol Perjodsiure bei 100° in 30 Min. 7 mg (50 ~Mol) Hypoglycin A 
wurden bei 0° in hydrogencarbonatalkalischer Loésung mit 2 mi eiskalter 
1-proz. KMnO,-Lésung (126 ~Mol) versetzt, vom Mangandioxyd abfiltriert und 
dem Filtrat 42,6 mg Perjodsaiure (187 Mol) zugesetzt. Der Ansatz wurde 120 Min. 
auf 100° erhitzt, das gebildete Jodat mit Ba(OH), ausgefallt und das Filtrat 
mit Wasserdampf destilliert. Mittels der Chromotropsaurereaktion nach Bricker 
und Roberts! lieBen sich 200 wg Formaldehyd (6,7 uMol), entspr. 13% des 
theoret. Wertes fiir eine Methylengruppe pro Mol Hypoglycin A, nachweisen. 
In einem weiteren Ansatz wurden 141 mg Hypoglycin A (1 mMol) in 25 ml Hydro- 
gencarbonatlésung py 7,0 bei Raumtemperatur mit 7,6 mMol Permanganat oxy- 
diert, nach kurzem Erwirmen vom Mangandioxyd abfiltriert und dem Filtrat 
1,5 g (6,6 mMol) Perjodsdiure zugesetzt. Der Ansatz wurde 1 Stde. auf 100° er- 
warmt, das gebildete Jodat anschlieBend mit Ba(OH), ausgefallt, das Filtrat mit 
HCl angesauert, mit Natriumacetat auf py 4,62 eingestellt und auf eine Athanol- 
konzentration von 25% gebracht. Nach Zusatz von 500 mg Dimedon in alko- 
holischer Lésung schieden sich nach langerem Stehenlassen bei Raumtemperatur 
und anschlieBend bei 4° farblose Nadeln ab. Die Ausbeute betrug nach Um- 
kristallisieren aus Athanol-Wasser 15 mg, entspr. 5,1% der Th.; Schmp. 186 
bis 187° (unkorr.), Misch-Schmp. mit einem unter gleichen Bedingungen her- 
gestellten authent. Formaldomedon 186—187° unkorr. Zur Identifizierung der 
nicht mit Wasserdampf fliichtigen Oxydationsprodukte des Hypoglycins A wurde 
der gleiche Ansatz wiederholt und die Lésung nach Ausfallung des Jodats mit 
Barium, Fallung iiberschiiss. Bariums als BaSO, und Neutralisation mit Ammoniak 
iiber eine Saule mit 35 ml Dowex 50 X8, H®-Form, gegeben. Nach Elution 
mit 1,5-n. NH, lieBen sich in der im Vak. aus dem Eluat gewonnenen Trocken- 
substanz papierchromatographisch 3 ninhydrinpositive Substanzen nachweisen, 
von denen die eine in ihren Ry-Werten mit Asparaginsaure identisch war, 
die andere ein der Glutaminsaure ahnliches Verhalten zeigte, wahrend die dritte 


: % ©, E. Bricker u. K. H. Roberts, Analytic. Chem. 21, 1331 [1949]. 
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sich chromatographisch nicht von Hypoglycin A unterscheiden lieB. Die Ry-Werte 
des Hypoglycins A in den verwendeten Phasensystemen gestatten keine sichere 
Unterscheidung von Leucin und Isoleucin. Ein weiterer Versuch zeigte, daB auch 
nach Oxydation von Hypoglycin A lediglich mit Permanganat Asparaginsaure 
und die zwei oben beschriebenen Substanzen nachweisbar sind. 


Katalytische Hydrierung von Hypoglycin A 
A. Mikrohydrierung in der Warburg-Apparatur 
HauptgefaB: 0,4 mg Platin-Kohle-Katalysator (5% Pt, 95% Kohle) in 2 mi 
Wasser (vor Beginn 15 Min. mit H, begast). SeitengefaB: 0,700 mg Hypoglycin A 
in 0,5 ml Wasser. Zugabe nach Aquilibrierung bei 37° (Gasatmosphare H,). Mano- 
metrische Verfolgung der Wasserstoffaufnahme iiber 270 Min. 


B. Praparative Trennung des Hydrierungsgemisches 
5,0g Hypoglycin A in 250 ml Wasser wurden zu einer Suspension von 
3,4 g 5% Pt-Kohlekatalysator (H,-gesattigt) in 100 ml Wasser gegeben und durch 
Einleiten von H, iiber 460 Min. unter Atmospharendruck bei 80° hydriert*. 
Das Hydrierungsprodukt wurde einer Gegenstromverteilung iiber 500 Schritte 
im Kreislaufverfahren unterzogen (Abb. 6). Die Verteilungskurve laBt eine Auf.- 
trennung in zwei Hauptkomponenten erkennen. Die Komponente K, entspricht 


Ky 060 
































a a ae 250 
Abb. 6. Gegenstromverteilung von hydriertem Hypoglycin A. 
Phasensystem : n-Butanol/96-proz. Essigsiure/Wasser 46:46:8; = 500 (Kreislauf- 
Verfahren). Substanzeingabe (5,0 g Hydrierungsprodukt) in die ersten 5 Einheiten. 
Ordinate: Extinktion 578 mux Ninhydrinreaktion’® (0,5 m/l untere Phase). 
0000: Experimentelle Werte; — : Theoret. Verlauf. 


der Substanz mit dem niedrigeren Ry-Wert. Eine rechnerische Analyse der Ver- 
teilungskurve wies eine Inhomogenitit beider Komponenten nach. Nach Durch- 
fihrung eines gleichartigen zweiten Hydrierungsansatzes mit anschlieBender 
Gegenstromverteilung wurden deswegen die den Maxima K, und K, entsprechenden 
Substanzgemische isoliert und einzeln einer Gegenstromverteilung im Kreislauf- 
verfahren iiber 1500 Schritte unterzogen. Nach 1500 Verteilungsschritten lieBen 
sich in dem Substanzgemisch K, drei Komponenten erkennen (Abb. 7). Eine voll- 
standige Trennung der drei Komponenten wire in dem verwendeten Phasensystem 
mit der 168stufigen Apparatur auch bei Fortsetzung des Verteilungsprozesses 
durch Entzug der Oberphase nicht zu erreichen gewesen. Die Substanzen III 
und IV wurden aus den Fraktionen r = 624 bis r = 663 baw. r = 515 bis r = 544 
isoliert und nach Behandlung mit Kohle aus siedendem 80-proz.Athanol um- 
kristallisiert. 


Analyse des dem Hydrierungsgefa8 entweichenden H,-Stromes ergab keinen Anhalt 
fiir die Entstehung von Methan wahrend der Hydrierung von Hypoglycin A. 
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Abb. 7. Gegenstromverteilung von Tetrahydrohypoglycin A. 
Phasensystem: n-Butanol/96-proz. Essigsiure/Wasser 46:46:8, n = 1500 (Kreis- 
lauf-Verfahren). Substanzeingabe (2,24 g) in die ersten 5 Einheiten. III = Homo- 

leucin, IV = Homoisoleucin, V = Homonorleucin ( ?). 
Ordinate: Extinktion 578 mu Ninhydrinreaktion'® (0,5 ml untere Phase). 
ooo: Experimentelle Werte; - : Theoret. Verlauf. 





























Substanz III 
C,H,sNO, (145,1) Ber. C 57,88 H 10,42 N9,65 Gef.C 57,74 H 10,37 N 9,75 


Substanz IV 

C,H,;NO, (145,1) Ber. C 57,88 H 10,42 N9,65 Gef.C 57,85 H 10,40 N 9,72 
Auf die Isolierung von Substanz V wurde verzichtet. Die bei K, isolierte 

Fraktion ist nach 1500 Verteilungsschritten in zwei Komponenten getrennt 

(Abb. 8). Aus den Fraktionen r = 397 bis r = 475 wurde die Substanz II wie 

oben isoliert und kristallisiert. 
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Abb. 8. Gegenstromverteilung von Dihydrohypoglycin A. 
Phasensystem: n-Butanol/96-proz. Essigsiure/Wasser 46:46:8; » = 1500 (Kreis- 
lauf-Verfahren). Substanzeingabe (3,5 g Dihydrohypoglycin A) in die ersten 

5 Einheiten. Il = Dihydrohypoglycin A; Ki = Leucin. 
Ordinate: Extinktion 578 my Ninhydrinreaktion!’ (0,5 ml untere Phase). 
0000: Experimentelle Werte; ————: Theoret. Verlauf. 
Substanz II 
C,H,,NO, (143,1) Ber. C 58,70 H 9,16 N9,78 Gef. C59,22 H9,27 N9,80 
Aus den Fraktionen r = 322 bis r = 364 wurde die Substanz K4 isoliert 
und wie oben kristallisiert. 
Substanz Kj 
(,H,,NO, (131,1) Ber. C 54,92 H 9,99 N 10,68 Gef. C 55,02 H 10,01 N 10,74 











Claus von Holt und Wolfram Leppla, Bd. 313 (1958) 


Identifizierung der Hydrierungsprodukte 


Die Substanzen IT, III und IV, welche sich papierchromatographisch als 
einheitlich erwiesen, wurden mit Ninhydrin oxydiert. 20 mg Substanz in 40 ml 
Citratpuffer, py 2,0, wurden mit 500 mg Ninhydrin versetzt und zum Sieden 
erhitzt. Das Destillat, welches Ag® in ammoniakalischer Lésung reduzierte, wurde 
in 200 ml gesatt. Lésung von 2.4-Dinitro-phenylhydrazin in 5-proz. HCl auf. 
gefangen, das gebildete 2.4-Dinitro-phenylhydrazon zweimal mit Wasser gewaschen 
und bis zur Schmelzpunktskonstanz aus Athanol-Wasser und zuletzt aus Benzin 
(60—80°) umkristallisiert. Es wurden folgende Schmelz- und Misch-Schmelzpunkte 
(unkorr.) gefunden: 

















9 ini , Mice 
gay roy )  Schmp. a. mit Aldehyd vom Schmp. 
II 118—119,5° _ — — 
III 96—97° 96—97° Isocapron-* 96—97,5° 
IV 94—94,5° 94979 3-Methyl- 94—97° 
| valer-** 
Ky 116—118° 116—118° Isovaler-*** 116—118° 


Auch die IR-Absorptionsspektren der 2.4-Dinitro-phenylhydrazone von III 
und IV stimmen mit denen der entsprechenden Dinitro-phenylhydrazone iiberein. 
Die von uns nicht identifizierte Substanz V ist wahrscheinlich «-Amino-6nanth- 
saure. 


Hydrolyse von Hypoglycin B 


500 mg Hypoglycin B wurden in 200 m/ 50-proz. Ameisensaure unter Stick- 
stoff 20 Stdn. lang auf 105° erhitzt (Abb. 3). Der Ansatz wurde im Vak. iiber 
NaOH von Ameisensaure befreit und zur Trockne gebracht. Die nach Gegen- 
stromverteilung des Hydrolyseproduktes (Abb. 9) erhaltenen Fraktionen r = 20 
bis r = 50 und r = 90 bis r = 120 wurden jeweils vereinigt und im Vak. zur 
Trockne gebracht. Die K, entsprechende Substanz verhielt sich papierchromato- 
graphisch wie Glutaminsaure, wahrend sich die K, entsprechende Substanz 
papierchromatographisch, in ihrem Verteilungskoeffizienten sowie bei Salzsaure- 
behandlung als mit Hypoglycin A identisch erwies. Die Summe der Ordinaten 
der Verteilungskurve bei K, ergibt, als Glutaminsaure berechnet, 109mg Glutamin- 
siure. Die Summe der Ordinaten bei K,, als Hypoglycin A berechnet, ergibt 
255 mg Hypoglycin A. Wahrend die Ausbeute an Hypoglycin A 102% des theoret. 
Wertes bei Annahme eines Dipeptides aus Hypoglycin A und Glutaminsaure 
entspricht, wird Glutaminsaéure nur zu 42% wiedergefunden. In einem Kontroll- 
versuch wurde festgestellt, daB nach Behandlung von Glutaminsaure mit 50-proz. 
Ameisensaure bei 105° itiber 20 Stdn. nur noch 45% des «-Aminostickstoffes mit 
der Ninhydrinreaktion nachweisbar sind (Abb. 3), was vermutlich auf die Bildung 
von Formylglutaminsaure zuriickzufiihren ist. Dieser Befund erklart, warum in 


* Isocapronaldehyd erhielten wir durch Verseifung von Isocapronsaurenitril 
mit anschlieBender Rosenmund-Reduktion des Saurechlorides der Isocapron- 
saure. 

** 3-Methylvaleraldehyd wurde uns freundlicherweise von Dr. K. Hamlin, 
Abbott Laboratories, North Chicago, zur Verfiigung gestellt. 

*** Tsovaleraldehyd wurde durch Oxydation von Leucin mit Ninhydrin dar- 
gestellt. 
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dem Hydrolysat von Hypoglycin B Glutaminséure nur zu 42% wiedergefunden 
wurde. Die der Abweichung vom theoret. Verlauf der Verteilungskurve bei K, 
zugrundeliegende Komponente, die etwa 10% des wiedergefundenen «-Amino- 
stickstoffs ausmacht, wurde nicht identifiziert. Die Spaltung des Hypoglycins B 
in Glutaminsiure und Hypoglycin A kann auch durch Behandlung mit Baryt- 
lésung bei 105° iiber 20 Stdn. vorgenommen werden. Bei dem Versuch, Hypo- 
glycin B aus siedenden Propylalkohol-Wasser-Gemischen zu kristallisieren, wobei 
die Substanz langere Zeit der Einwirkung dieses Lésungsmittels in der Siede- 
hitze ausgesetzt war, trat eine Spaltung in Hypoglycin A und Glutaminsaure ein. 
Es kam hierbei zur Bildung verschiedener nicht identifizierter Substanzen, aus 
denen durch langeres Kochen mit Wasser Hypoglycin A und Glutaminsiure teil- 
weise zuriickgebildet wurden. 
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Abb. 9. Gegenstromverteilung eines Hydrolysates von Hypoglycin B. 


Phasensystem: n-Butanol/96-proz. Essigsiure/Wasser 46 :46:8;n = 448 (Kreislauf- 
Verfahren). Substanzeingabe (Hydrolysat aus 500 mg Hypoglycin B) in die erste 























Einheit. 
Ordinate: Extinktion 578 my Ninhydrinreaktion" (0,5 m/ untere Phase). 
000: Experimentelle Werte; ———--: Theoret. Verlauf; K, = Glutaminsaure; 


K, = Hypoglycin A. 


Die Untersuchungen wurden in dankenswerter Weise von der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft und von den Abbott-Laboratories, North 
Chicago, geférdert. Dr. W. Walter, Organ.-Chem. Institut der Universitat Ham- 
burg, sind wir fiir die Aufnahme der IR-Spektren zu Dank verpflichtet. Fir die 
Beschaffung unreifer Friichte von Blighia sapida danken wir Prof. Dr. J. D. 
Achelis, Mannheim, Dr. H. I. Chinn, US Naval Research, London, Dr. K. Fol- 
kers, Rahway, der Horn-Reederei, Hamburg, Dr. J. Lens, Oss, Dr. F. Lobben- 
berg, Kingston, R. E. Osborne, Chief Agricultural Officer, Jamaica, Prof. Dr. 
R. K. Richards, North Chicago. Prof. Dr. Dr. Reppe, Ludwigshafen, stellte 
dankenswerterweise gréBere Mengen n-Butanol zur Verfiigung. 


Zusammenfassung 

1. Die Isolierung von Hypoglycin A und Hypoglycin B, zweier Sub- 
stanzen mit blutzuckersenkender Wirkung aus unreifen Friichten von 
Blighia sapida, wird beschrieben. 

2. Hypoglycin A hat die Konstitution einer {-[Methylen-cyclo- 
propyl] ]-L-«-amino-propionsaure. 

3. Hypoglycin B ist ein Dipeptid aus Hypoglycin A und Glutamin- 
sdiure, 
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Summary 


1. The isolation from unripe fruits of Blighia sapida of two 
blood-sugar depressing substances, Hypoglycin A and Hypoglycin 8, 
is described. 







2. Hypoglycin A is a B-[methylene-cyclopropyl]-L-x-amino-pro. 
pionic acid. 


3. Hypoglycin B is a dipeptide of Hypoglycin A with glutamic acid, 
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Zur Biosynthese der Terpene, II* 

Darstellung von (—)-Mevalonsaure 

durch bakterielle Racematsspaltung 
Von 

Feodor Lynen und Marianne Grafl 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Zellchemie, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. August 1958) 


Herrn Prof. Dr. K. Felix zum 70. Geburtstag gewidmet 


Die Untersuchungen tiber die Umwandlung der Essigsiure in Chole- 
sterin haben durch die Entdeckung der Mevalonsaure im Folkersschen 
Arbeitskreis?* einen gewaltigen Antrieb erfahren. Wie mit Hilfe der 
isotopen Markierung gezeigt werden konnte, vermégen zellfreie Ratten- 
leberextrakte Mevalonsaure in Cholesterin einzubauen, und zwar wesent- 
lich schneller als Essigsiure*. Die natiirlich vorkommende Mevalonsaure, 
die Folkers und Mitarbeiter? bei Untersuchungen tiber den Wachstums- 
bedarf von Milchsaéurebakterien auffanden und in miihsamen Reinigungs- 
operationen aus hefehaltigen Riicksténden der Branntweinindustrie 
isolierten, erwies sich als optisch aktiv. Das durch Umsetzung von 
Mevalonsaurelakton mit Benzhydrylamin erhiltliche kristallisierte Benz- 
hydrylamid vom Schmp. 92—93° zeigte in alkoholischer Lésung die 
spezifische Drehung [«]??: — 2,0°.8 

In einer spiteren Arbeit gelang es Shunk, Linn, Huff, Gillfillan, 
Skeggs und Folkers5, synthetisch bereitetes, racemisches DL-Mevalon- 
siurelacton nach Uberfiihrung in das substituierte Amid mittels (+)-1- 
[«-Amino-benzyl]-naphthalin und fraktionierter Kristallisation in die 
optischen Antipoden zu spalten. Eines der beiden Amide lieferte 
bei der Hydrolyse optisch aktive Mevalonsiure, welche die gleiche 
Wuchsstoffaktivitat fiir Lactobacillus acidophilus besaB wie das natiir- 
liche Produkt. 

Im Zusammenhang mit Untersuchungen iiber die Biosynthese der 
Mevalonséure und ihre weitere Umwandlung in Mono- und Poly- 


1 |. Mitteil.: H. Eggerer u. F. Lynen, Liebigs Ann. Chem. 608, 71 [1957]. 
Dem Vorschlag L. Ruzickas (Experientia [Basel] 9, 357 [1953]) folgend, wird fiir 
die groBe Gruppe der sich vom Isopren ableitenden Naturstoffe (Polyisoprenoide) 
die Bezeichnung Terpene iibernommen. 

2 L. D. Wright, E. L. Cresson, H. R. Skeggs, G. D. E. MacRae, C. H. 
Hoffman, D. E. Wolf u. K. Folkers, J. Amer. chem. Soc. 78, 5273 [1956]. 

3 D. E. Wolf, C. H. Hoffman, P. E. Aldrich, H. R. Skeggs, L. D. Wright 
u. K. Folkers, J. Amer. chem. Soc. 78, 4499 [1956]; 79, 1486 [1957]. 

4 Pp. A. Tavormina, M. H. Gibbs u. J. W. Huff, J. Amer. chem. Soc. 
78, 4498 [1956]. 

5 C. H. Shunk, B. O. Linn, J. W. Huff, J. L. Gilfillan, H. R. Skeggs 
u. K. Folkers, J. Amer. chem. Soc. 79, 3294 [1957]. 
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terpene waren wir an der Darstellung gréBerer Mengen optisch aktiver 
Mevalonsiéure aus dem synthetisch zugiinglichen racemischen Gemisch 
interessiert. Fiir diesen Zweck erschien uns Louis Pasteurs zweite 
Methode zur Racematspaltung, bei welcher die selektive Verwertung 
eines Antipoden durch Mikroorganismen unter Zuriicklassung des an- 
deren ausgeniitzt wird, besonders geeignet. Der Nachteil dieses Ver- 
fahrens, das im allgemeinen unter Verbrauch der biologisch aktiven 
Komponente zum unnatiirlichen Antipoden fiihrt, fallt bei der Spaltung 
der Mevalonsiaure nicht so sehr ins Gewicht. Erscheint es doch méglich, 
die biologisch inaktive Form der Mevalonsiure nachtriaglich in die aktive 
Form umzuwandeln, indem man auf chemischem Wege primare Alkohol- 
gruppe und Carboxylgruppe gegeneinander austauscht. Den Hinweis 
‘auf diese Moglichkeit verdanken wir Prof. P. Bartlett, der als Gast 
im Chemischen Laboratorium der Universitat Miinchen weilte. 
Angenommene Projektionsformeln: 

CH,OH CO,H CH,OH 

| | 

CH, cH, CH, 
HOCH, ee eee CHy—C—OH 


| | | 
CH, CH, CH, 
| | 
CO,H CH,OH CO,H 
(—):Mevalonsaure (-+)-Mevaloensaure 


Wir fanden, daB ein von H. G. Schlegel aus einer Erdprobe isolierter 
Mycobakterienstamm in einer Nahrlésung, die DL-Mevalonsiure als 
einzige Kohlenstoffquelle enthielt, geziichtet werden konnte und unter 
Verbrauch des rechtsdrehenden Antipoden (—)-Mevalonsiure im Medium 
zuriicklieB. Im folgenden berichten wir iiber diese Versuche, die zur 
Isolierung von reiner (—)-Mevalonsdure als _ kristallisiertem 
N,N’-Dibenzyl-aithylendiammoniumsalz vom Schmp. 120—121°, [«]??: 
— 1,38°, fiihrten. 

AuBerdem beschreiben wir eine einfache kolorimetrische Bestim- 
mungsmethode fiirMevalonsaure. Sie bedient sich des Lactons (I), 
das Mevalonsiure in stark saurer Lésung bildet!. Mit Hydroxylamin 
entsteht daraus die Hydroxamsaure (II), die sich als Eisen(III)-Komplex 
kolorimetrisch messen laBt. 


HO. CH, HO /CH, 
>c< CK 
H.C CH, —X#0H cH, ‘cH, 
| | | eC 
H,C C=O CH,OH (C7 
ae NS 
> NHOH 
I II 
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Beschreibung der Versuche 


Krist. N,N’-Dibenzyl-aithylendiammonium-pL-mevalonat wurde nach Egge- 
rer und Lynen! dargestellt. Zur Uberfiihrung in das Ammoniumsalz wurde die 
Verbindung in wenig Wasser gelést, mit einem geringen UberschuB konz. Am- 
moniaks versetzt und die ausgefallene Base durch Extraktion mit Ather entfernt. 
Nach Entfernung von iiberschiissigem NH, und geléstem Ather durch kurzes 
Aufkochen im Vak. konnte die waBr. Lésung zu den Wachstumsversuchen ver- 
wendet werden. In den meisten Versuchen wurde jedoch auf die Darstellung des 
krist. Dibenzyl-athylendiammoniumsalzes verzichtet und das rohe Bariummevalo- 
nat, das als Ausgangsmaterial fiir die Bereitung des krist. Salzes diente!, unmittel- 
bar fiir die Wachstumsversuche eingesetzt. Zur Entfernung des Ba?® wurde die Lé- 
sung mit einem geringen Uberschu8 an Ammoniumsulfat-Lésung versetzt, das 
unlésliche Bariumsulfat abzentrifugiert und mit etwas Wasser nachgewaschen. 


Kolorimetrische Bestimmung der Mevalonsaure 


Die 0,2—4 uMol Mevalonsiaure enthaltende Probe wird mit Wasser auf 0,9 ml 
verdiinnt, mit 0,1 ml 12-n. H,SO, versetzt und 5 Min. bei 37° gehalten. Darauf 
wird soviel trockenes Na,SO, zugegeben, daB ein fester Kristallbrei entsteht und 
das Ganze viermal mit je 1 ml peroxydfreien Athers verrieben. Die vereinigten, 
das Mevalonsaurelacton enthaltenden Extrakte werden nach Abdampfen des 
Athers in 0,2 ml Wasser aufgenommen, mit 0,8 ml 2-m. Hydroxylamin, px 7, 
(durch Mischen gleicher Teile 4-m. Hydroxylamin-hydrochlorid-Lésung und 4-n. 
KOH frisch bereitet) versetzt und 45 Min. bei 37° inkubiert. Nach Zusatz von 
1,3 ml Eisen(I1I)-chloridlésung (bereitet aus gleichen Teilen 12-proz. Trichloressig- 
siurelésung, 5-proz. FeCl,-Lésung in 0,1-n. HCl, 1-m. Natriumacetat und 3-n. HCl) 
wird die Extinktion bei 546 mu im Eppendorf-Photometer bestimmt und mit einer 
Eichkurve ausgewertet, die unter Einsatz des krist. Dibenzyl-athylendiammonium- 
salzes von DL-Mevalonsiaure (vgl. 1. c.1-3) erhalten wurde. Die von uns gemessenen 
Eichwerte (Lichtweg 1 cm) sind in der Abbildung aufgefiihrt. 


uf! a 
Eichkurve der kolorimetrischen 


Mevalonsaure- Bestimmung. 
sae 


- 





























2 aad 4 
Lt Mol Mevalonsaure —s— 


Bereitung des Nahrmediums 


50 ml Salzlésung (15 mg CaCl,; 485 mg H,BO,; 352 mg ZnSO,-7H,0; 22,2 mg 
(NH,).MO,; 22mg FeSO,-7H,O; 24mg MnSO,-7H,0O; 10mg CuSO,:5H,0; 
10,6 mg CoSO,; 200 mg K,HPO,; 2000 mg MgSO,-7H,O und 1000 mg Na-Athylen- 
diamintetraacetat je J), 1,3 g Ammoniumsulfat und 7,5 ml 10-prqz. Difco-Hefeex- 
trakt wurden nach Zugabe von 4,3 g Mevalonsaure (als Ammoniumsalzlésung) mit 
Wasser auf 1 / verdiinnt und zur Sterilisation 45 Min. lang auf 102—104° erhitzt. 
Nach dem Abkiihlen wurde die Lésung mit 20 ml einer auf dem gleichen Medium 
geziichteten Vorkultur von Mycobacterium spp. beimpft und unter standiger Be- 
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liftung mittels einer Metvak-Pumpe bei 32° inkubiert. Nach drei Tagen wurde 
die Bakterienmasse durch hochtouriges Zentrifugieren abgetrennt, die iiberstehende 
Lésung noch einmal sterilisiert, mit frisch bereiteter Bakteriensuspension wie 
oben beimpft und abermals drei Tage bei 32° beliiftet. Es war dann nur noch 
ein geringes Bakterienwachstum zu bemerken, was den vollstandigen Verbrauch 
der biologisch aktiven Mevalonsiure anzeigte. Wie sich mit Hilfe der kolori- 
metrischen Bestimmung (vgl. oben) zeigen lie}, war zu diesem Zeitpunkt nur 
noch die Halfte der eingesetzten Mevalonsiure vorhanden. 





Um den im Kulturmedium verbliebenen unnatiirlichen Antipoden zu isolieren, 
wurde die Lésung nach hochtourigem Abzentrifugieren der Bakterien im Vak. 
auf 30 ml eingeengt, durch Zugabe von 4 m/ 10-n. H,SO, angesiuert und im 
Perforator 19 Stdn. lang mit Ather extrahiert. Der atherische Extrakt, dessen 
Vol. 100 mi betrug, lieB sich nach Zugabe von 5—10 ml Methanol (um alles Mevalon- 
siurelacton in Lésung zu bringen) iiber Na,SO, trocknen. Beim Abdampfen des 
Lésungsmittels im Vak. hinterblieb ein gelbgefirbtes Ol, das in 10 ml Wasser 
aufgenommen und mit 0,52-n. Ba(OH), bis zur phenolphthaleinalkalischen Reak- 
tion titriert wurde. Verbrauch: 34 ml. Nach Einleiten von CO, in der Hitze wurden 
geringe Mengen Unlésliches abfiltriert und die dem verbrauchten Ba®® aquivalente 
Menge Dibenzyl-athylendiammoniumsulfat (3,05 g in 40 m/l Wasser) warm (40°) 
zugegeben. Die nach dem Abzentrifugieren und Auswaschen des BaSO, verbliebene 
waBr. Lésung wurde im Vak. zur Trockne gebracht und der krist. Riickstand 
an der Olpumpe iiber P,O, scharf getrocknet. Er wurde dann in 9 ml siedendem 
Methanol unter RiickfluB gelést und durch Zugabe von 81 ml peroxydfreiem 
Ather zur Kristallisation gebracht. Nach Aufbewahren bei — 15° wtber Nacht 
wurde das Rohprodukt abgesaugt und mit etwas kaltem Ather gewaschen. 


Ausbeute: 3,6g Dibenzyl-athylendiammonium-mevalonat vom Schmp. 
117°, entspr. 92% d.Th.; beim viermaligen Umkristallisieren aus Methanol/Ather 
stieg der Schmp. des in farblosen Nadeln kristallisierenden Salzes auf 120—121° 
an. Es besaB dann, der kolorimetrischen Bestimmung nach, den theoretischen 
Mevalonsauregehalt. Der Drehwert des kristallisierten Salzes, gemessen in 16,7-proz. 
waBr. Lésung, wurde zu [a gs —1,38° gefunden. Folkers und Mitarbeiter*® gaben 
fiir die aus biologischem Material isolierte natiirliche Mevalonsiure keinen Dreh- 
wert an, so daB ein Vergleich zwischen den beiden Antipoden nicht mdglich ist. 

Wir konnten daher nur die Benzhydrylamide miteinander vergleichen, die 
sich nach der Vorschrift von Folkers und Mitarbeitern? aus dem Dibenzyl- 
athylendiammoniumsalz gewinnen lassen. 1,34 g krist. Salz wurden in 4 ml Wasser 
gelést, die Base durch Zusatz von 1 mi konz. NH, freigesetzt und mit Ather aus- 
gezogen. Das aus der angesduerten Lésung durch 7stdg. Extraktion mit Ather im 
Perforator gewonnene Mevalonsaurelacton wurde nach Trocknen iiber P,O,; mit 
1,1 g Benzhydrylamin umgesetzt (105 Min. bei 100°) und das gebildete Benz- 
hydrylamid aus Benzol/Petrolather kristallisiert. Ausbeute: 0,78 g farblose Nadeln 
vom Schmp. 93°. Durch Umkristallisieren aus Essigester/Petrolather stieg der Schmp. 


auf 96° an. Drehwert in 16,7-proz. alkohol. Lésung [a]: + 2,34° + 0,14°. 
Cy9H,3NO, (313,4) Ber. C 72,82 H7,40 N 4,47 Gef. C 72,69 H 7,48 N4,33 


Folkers und Mitarbeiter? fanden fiir das Benzhydrylamid der natiirlichen 
Mevalonsiure denSchmp. 93—95°, als spezifisches Drehungsvermégen [« IP: — 2,0°. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Bad Godesberg, danken wir 
fiir die Gewahrung einer Sachbeihilfe. 
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Zusammenfassung 


Bei der Ziichtung von Mycobacterium spp. auf synthetischer DL- 
Mevalonsaure wird die natiirliche Form aufgezehrt. Die Isolierung der 
verbliebenen (—)-Mevalonsiure als kristallisiertes Dibenzyl-aithylen- 
diammoniumsalz sowie eine Methode zur kolorimetrischen Bestimmung 
werden beschrieben. 


Summary 


When myobacterium spp. is grown on synthetic DL-mevalonic acid 
only the natural form is consumed. The remaining (—)-mevalonic acid 
has been isolated as the crystalline dibenzyl ethylenediammonium salt. 
A colorimetric determination of mevalonic acid is described. 
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Uber SerumeiweifSfraktionierung mit Trichloressigsdure* 





Von 
K. Dirr und D. Farber 
Aus dem Laboratorium der II. Medizinischen Universitaitsklinik Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. September 1958) 


Herrn Prof. Dr. K. Felix zum 70. Geburtstag 


Zur Fraktionierung der Serumproteine wurde eine groBe Zahl von 
Methoden angegeben. Am besten eingefiihrt hat sich fiir klinische Zwecke 
die Elektrophorese. An Schnelligkeit der Durchfiihrung ist diese bis jetzt 
konkurrenzlos. GréBere Schwierigkeiten bereitet schon die Isolierung der 
einzelnen Fraktionen; deswegen wurde mit Recht immer wieder ver- 
sucht, andere Verfahren zu beniitzen, um auf einfache Weise ganz 
spezielle Serumproteine zu isolieren. So haben wir beispielsweise eine 
SerumeiweiBfraktionierung mit Uranylacetat ausgearbeitet!. Dabei 
fanden wir, daB bei pu 3,25 als erste ausfallende Fraktion elektrophore- 
tisch reine «,-Globuline und bei px 4,3 als letzte ausfallende Fraktion 
elektrophoretisch reine y-Globuline dargestellt werden kénnen. Als 
weiteres EiweiBfallungsmittel wihlten wir nun Trichloressigsaure. 


Methodik 


Zu jeweils 2ccm Humanserum mit einem durchschnittlichen Proteingehalt 
von 7 g% wurden 0,05 bis 1,1 ccm einer 20-proz. waiBr. Trichloressigsiurelésung 
(abgestuft in Mengen von jeweils 0,05 ccm) gegeben und das Ganze mit dest. 
Wasser auf 10 ccm aufgefiillt. Die Versuchsreihen wurden jeweils mit demselben 
Serum durchgefiihrt. Die Endkonzentration an Trichloressigsiure betrug also 
0,1—2,2%,. 

Der jeweils entstehende Niederschlag wurde abzentrifugiert und die Lésung 
dekantiert. Der Niederschlag wurde tropfenweise mit 0,2-n. NaOH bis zur Auf- 
lésung versetzt und dazu 0,5 ccm Veronalnatrium-HCl-Puffer (py 8,6) gegeben. 
Das GesamteiweiB der Lésung wurde dann nach der Biuretmethode am Photo- 
meter Eppendorf? (bei 456 mu und 20 mm Schichtdicke) bestimmt. 

Samtliche Elektrophoresebestimmungen wurden nach der Methode von 
GraBmann und Hannig durchgefiihrt*. 


Zur Elektrophorese der iiberstehenden Lésung wurde diese mit einigen 
Tropfen des obengenannten Puffers versetzt und davon etwa 0,05 ccm aufgetragen. 


* Ausgefihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 

1 K. Dirr, P. Decker u. H. Becker, diese Z. 807, 97 [1957]. 

2 Vorschriftensammlung zum Photometer Eppendorf; H. Frank u. P. H. 
Koecher, Dtsch. Arch. klin. Med. 197, 181 [1950]; T. E. Weichselbaum, 
Amer. J. clin. Pathol. 10, 40 [1946]. 

3 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 333 
[1951]; W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 
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Ergebnisse und Diskussion 


Abb. 1 zeigt den Verlauf der Trichloressigsdurefallung der Proteine 
des menschlichen Serums bei steigender Konzentration des Fallungs- 
mittels. Bei 2,2% war das Eiwei8 quantitativ ausgefallt. 

Bei der Elektrophorese des in verdiinnter Natronlauge gelésten 
Niederschlages konnte nur ein verwaschenes Band erhalten werden, das, 
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Abb. 1. Fraktionierte Fallung der Proteine des menschlichen Serums durch Tri- 
chloressigsiure. Die Ordinate gibt den bei der jeweiligen Konzentration an Tri- 
chloressigsaure in Lésung verbliebenen Anteil an Gesamteiwei8 an (Biuretmethode). 
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Abb. 2. Elektrophoresebilder der bei 0,3% (a), 0,4% (6) und 1,8% (c) Trichlor- 
essigsiurekonzentration in Lésung gebliebenen Serumproteine. 


verglichen mit einem Normalserum, von den f-Globulinen bis zu den 
Albuminen reichte. Auch durch vorausgehende 70stiindige Dialyse des 
Niederschlages wurden keine brauchbaren Ergebnisse erzielt. 

Abb. 2 gibt die Elektrophoresebilder wieder, die bei steigender Tri- 
chloressigsaurekonzentration in der iiberstehenden Lésung des Nieder- 
schlages erhalten wurden. Es sind nur die charakteristischen wieder- 
gegeben. Selbstversténdlich haben wir alle erwihnten Verdiinnungen 
elektrophoretisch durchuntersucht. 

Die Abbildungen zeigen, da8 mit Trichloressigsiure eine selektive 
Fraktionierung méglich ist: Bis zu einer Konzentration von 0,3% Tri- 
chloressigsdiure (Abb. 2a) ist insgesamt zu wenig Trichloressigsaure vor- 
handen, um eine Fraktion vollstandig auszufallen, so daB das Gesamt- 
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bild des normalen SerumeiweiBes einigermaBen erhalten bleibt. Aber be- 
reits bei einer Konzentration von 0,4% Trichloressigséure (Abb. 2b) ist 
schon eine Auswahl erfolgt. Sie stellt die Endkonzentration dar, bei der 
gerade nur noch die Albumine und f-Globuline in Lésung bleiben. Es 
kann geschlossen werden, daB hier wohl simtliche 6-Globuline in Lésung 
bleiben, aber nur ein Teil der Albumine; denn das urspriingliche Ver- 
haltnis Albumine zu f-Globuline (Abb. 3a) war 46:18 = 2,5, nach der 
Fallung (Abb. 3b) dagegen 61:39 = 1,6. Daraus ist zu schlieBen, daB bei 
der Fallung mit Trichloressigsdure zunachst die y- und «-Globuline, hier- 
auf die 6-Globuline und dann die Albumine gefallt werden. 
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Abb. 3. Elektrophoresebilder von a) unbehandeltem Humanserum: Albumine/ 
f-Globuline = 2,5; b) bei 0,4% Trichloressigsiure in Lésung gebliebenen Serum- 
proteinen: Albumine/f-Globuline = 1,6. 


1,8% Trichloressigsiure (Abb. 2c) stellt die Endkonzentration dar, 
bei der gerade noch Albumine in Lésung bleiben. 

Die einzelnen SerumeiweiBfraktionen der Elektrophorese bestehen 
sicher nicht aus einheitlichen Proteinen. Durch Fallung mit verschiedener 
Trichloressigséurekonzentration ist es auf diese Weise vielleicht méglich, 
Fraktionierungseffekte z. B. bei den Albuminen und £-Globulinen zu er- 
zielen. Uber die Ursache der verschiedenen Fillbarkeit kénnen wir aus 
unseren Versuchen kaum etwas sagen. Dazu wire eine quantitative Be- 
stimmung der Trichloressigsiure im Verhaltnis zu dem gefallten Protein 
als erster Schritt notwendig. Es kann vermutet werden, daB Zusammen- 
hange zwischen der Anzahl der jeweils reaktionsfihigen basischen 
Gruppen bestehen und dementsprechend mehr oder weniger Trichlor- 
essigsdure gebunden wird. Es ist méglich, da auf diese Weise besondere 
Proteine erfaBt werden kénnen, wie z. B. spezifische Antitoxine. 
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Zusammenfassung 


Die Proteine des menschlichen Serums wurden durch Fallung mit 
Trichloressigsiure fraktioniert. Bis zu einer Konzentration von 0,3% 
wird alles Eiwei8 auBer den £-Globulinen und Albuminen gefallt und bis 
zu einer Endkonzentration von 1,8% Trichloressigsiure alles auBer den 
Albuminen. Es werden anscheinend zuerst die y- und die «-Globuline, 
hierauf die 6-Globuline und zuletzt die Albumine gefallt. 


Summary 


The proteins of human serum were fractionated by precipitation 
with trichloracetic acid. Up to a concentration of 0.3% all the proteins 
exept f-globulins and albumins are precipitated and up to a final con- 
centration of 1.8%, all proteins but albumins. The y- and «-globulins 
seem to be precipitated first, then the 6-globulins and lastly the albumins. 
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